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Dendritične celice se zaradi svoje osrednje vloge pri prepoznavanju in predstavitvi antigenov 
ter aktivaciji imunskega odziva v vedno večjem obsegu uporabljajo za pripravo celičnih 
cepiv pri raziskavah zdravljenja raka. Za aktivacijo tumorsko specifičnih citotoksičnih CD8+ 
limfocitov T sta bistvenega pomena popolna stopnja zrelosti in visoka migracijska 
sposobnost dendritičnih celic v sekundarne limfatične organe. Postopek ex vivo priprave 
dendritičnih celic zajema diferenciacijo in zorenje v gojišču, ki mora zagotavljati optimalno 
okolje. Želeli smo raziskati potencialno uporabo lizata alogenskih trombocitov kot dodatka 
brezserumskemu gojišču za diferenciacijo, zorenje in gojenje človeških dendritičnih celic, 
pri čemer smo se osredotočili na karakterizacijo ključnih funkcijskih lastnosti. 
Iz zgoščene levkocitne plasti periferne krvi smo s pomočjo imunomagnetne selekcije 
izolirali CD14+ monocite in jih diferencirali v nezrele dendritične celice v gojišču RPMI 
1640 z dodanimi 10 % lizata človeških alogenskih trombocitov. Kot referenčno gojišče smo 
uporabili brezserumski medij CellGenix® z 1 % človeškega seruma AB. Z uporabo treh 
kombinacij agonistov Tollu podobnih receptorjev in vnetnih citokinov smo pridobili zrele 
dendritične celice z različno sposobnostjo migracije in stimulacije alogenskih limfocitov T.  
Dodatek lizata trombocitov je omogočil diferenciacijo in nastanek zrelih dendritičnih celic 
z visoko sposobnostjo migracije v smeri kemokina CCL19 ter sposobnostjo alo-stimulacije 
CD4+ limfocitov T. Izmerjene visoke koncentracije interferona-γ, ki so ga izločale celice T 
po stimulaciji z dendritičnimi celicami, so potrdile polarizacijo naivnih CD4+ limfocitov T v 
celice T pomagalke tipa 1. Dendritične celice, ki smo jih gojili v prisotnosti lizata 
trombocitov, so izkazovale zmanjšano sposobnost za alo-stimulacijo CD8+ limfocitov T v 
primerjavi s celicami iz referenčnega gojišča. Na aktivacijo z dendritičnimi celicami iz 
gojišča z lizatom trombocitov so se CD8+ limfociti T odzvali z znižanim izločanjem 
interferona-γ in oslabljenim znotrajceličnim izražanjem grancima B v primerjavi z uporabo 
dendritičnih celic iz brezserumskega medija, kar kaže na znižano citotoksično aktivnost. 
Ugotovili smo, da je prisotnost lizata alogenskih trombocitov izboljšala kemotaktično 
migracijsko sposobnost, a je hkrati delovala inhibitorno na alo-stimulacijsko funkcijo 
dendritičnih celic. Rezultati našega raziskovalnega dela bi lahko predstavljali izhodišče za 
proučevanje uporabe lizata trombocitov za pripravo dendritičnih celic, usmerjenih v druga 
aktivacijska stanja, na primer z imunosupresivnimi lastnostmi. 






Because of their central role in recognition and presentation of antigens as well as in 
activation of immune response, dendritic cells are increasingly being used for cell vaccine 
preparation in research for cancer treatment. To induce tumour-specific immune response of 
cytotoxic CD8+ T cells, the complete maturation status and high migratory capacity of 
dendritic cells to the secondary lymphoid organs are required. Ex vivo generation of dendritic 
cells includes differentiation and maturation in the cell culture medium that must provide an 
appropriate environment. The aim of this study was to investigate the potential use of 
allogeneic platelet lysate as a serum-free medium supplement for differentiation, maturation, 
and cultivation of human dendritic cells. We focused on the characterisation of key 
functional properties. 
Using immunomagnetic selection we isolated CD14+ monocytes from the buffy coat and 
differentiated them into immature dendritic cells in RPMI 1640 cell culture medium 
supplemented with 10% of human platelet lysate. As a reference, we used serum-free 
CellGenix® medium supplemented with 1% of human AB serum. By culturing dendritic cells 
in the presence of three different maturation cocktails consisting of Toll-like receptor 
agonists and inflammatory cytokines, we obtained dendritic cells with different migratory 
capacity and the capacity to induce allogeneic T-cell responses.  
The addition of platelet lysate enabled the differentiation and maturation of dendritic cells 
with a high capacity of migration towards chemokine CCL19 and a potential to stimulate 
allogeneic CD4+ T cells. High interferon-γ concentrations, measured after T-cell activation 
with dendritic cells, confirmed the capacity of dendritic cells to induce type 1 polarisation of 
naïve CD4+ T cells. Dendritic cells generated in the presence of platelet lysate displayed 
lower capacity to stimulate allogeneic CD8+ T cells in comparison to dendritic cells from the 
reference medium. After stimulation with dendritic cells generated in the presence of platelet 
lysate, CD8+ T cells displayed reduced cytotoxic activity with lower interferon-γ production 
and decreased intracellular granzyme B expression. 
The presence of allogeneic platelet lysate improved the chemotactic migratory potential, but 
displayed inhibitory effect on the allo-stimulatory function of dendritic cells. The results of 
our study could open the possibility of investigating the use of platelet lysate for generation 
of dendritic cells focused on other activation stages, for example, with immunosupressive 
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1.1 IMUNSKI SISTEM IN VLOGA DENDRITIČNIH CELIC 
Imunski sistem je funkcionalno razdeljen na dva vzajemna podsistema: prirojeno imunost, 
za katero je značilen hiter odziv na okužbe, in pridobljeno imunost, ki se razvija počasneje, 
od nekaj dni do nekaj tednov. Pomembno vez med prirojeno in pridobljeno vejo imunosti 
predstavljajo dendritične celice (DC, iz grške besede dendrona – drevo), ki so 
najučinkovitejše antigene predstavljajoče celice (APC). DC imajo ključno vlogo tako pri 
prepoznavanju in predstavitvi antigenov limfocitom T kot pri uravnavanju imunskega 
odziva, ki je lahko imunogen, kar zagotavlja obrambo proti okužbam in raku, ali tolerogen, 
kar je pomembno pri avtoimunskih boleznih in alergijah z namenom zmanjšanja 
prekomernega odziva. Zaradi spoznanj na tem področju lahko DC danes uporabljajo pri 
različnih oblikah celičnih terapij (1). DC nastanejo z diferenciacijo iz CD34+ progenitorne 
celične linije v kostnem mozgu, iz katere izvirajo tudi vse druge krvne celice (2). V 
človeškem organizmu je prisotnih več skupin DC, ki se razlikujejo po fenotipskih in 
funkcijskih lastnostih ter lokalizaciji, s čimer se poveča prilagodljivost imunskega odziva na 
širok spekter patogenov in signalov iz okolja. V glavnem ločimo plazmacitoidne DC, 
mieloidne ali klasične DC tipov 1 in 2, Langerhansove celice ter vnetne mo-DC. Z razvojem 
novih tehnologij in napredkom pri označevanju celic se standardna klasifikacija DC znotraj 
posameznih skupin spreminja (3, 4). 
 Plazmacitoidne DC so v krvi in limfatičnih organih ter so najpomembnejše celice v 
organizmu, ki pri odzivu na virusno okužbo proizvajajo citokin interferon-α (IFN-α). Ta 
zagotavlja imunostimulativno okolje za celice prirojenega in pridobljenega imunskega 
sistema. Spodbuja izločanje vnetnega citokina IFN-γ in citolitično aktivnost celic 
naravnih ubijalk (NK) (5, 6).  
 Mieloidne ali klasične DC sodelujejo predvsem pri obrambi pred bakterijami in glivami. 
Prisotne so v perifernih tkivih in krvi. Zanje sta značilni visoka sposobnost privzema, 
predelave in predstavitve antigenov limfocitom T ter proizvodnja citokina IL-12 (5, 6).   
 Langerhansove celice lahko najdemo v epidermisu kože ter ustni, respiratorni in 
genitalni sluznici. V mnogih ozirih so podobne tkivnim makrofagom (5, 7).  
 Pod vnetnimi pogoji se lahko celice, ki izvirajo iz monocitov, diferencirajo v DC. 
Nastanejo tako imenovane vnetne mo-DC. Nedavne objave kažejo, da delujejo 





1.1.1 Nezrele dendritične celice 
Nezrele DC lahko delce in mikroorganizme privzemajo s pomočjo fagocitoze. Poleg tega 
tvorijo velike pinocitozne vezikle, v katerih vzorčijo zunajcelično tekočino in v njej topne 
molekule, kar imenujemo makropinocitoza. Makropinocitoza in privzem antigena s pomočjo 
receptorjev, ki jih na svoji površini izražajo nezrele DC (na primer lektinski receptorji tipa 
C ter receptorji za regije imunoglobulinov Fcγ in Fcε), sta tako učinkovita, da zadostuje 
prisotnost antigenov že v piko- in nanomolarnih koncentracijah. Za primerjavo, druge APC, 
kot so makrofagi, monociti ali limfociti B, navadno zaznajo mikromolarne koncentracije 
antigenov (2). V stanju mirovanja tkivne DC v manjšem številu migrirajo v sekundarne 
limfatične organe, kjer predstavljajo antigene limfocitom T v odsotnosti kostimulacije. S tem 
lahko povzročijo anergijo ali delecijo limfocitov T in nastanek regulatornih limfocitov T 
(Treg), kar vodi v imunsko toleranco (8).  
1.1.2 Zorenje dendritičnih celic 
Zorenje ima ključno vlogo za začetek pridobljene imunosti. V stanju mirovanja je za DC 
značilen nezrel fenotip z nizkim izražanjem površinskih molekul MHC in kostimulacijskih 
molekul. Z in vitro proučevanjem DC so ugotovili, da lahko prisotnost bakterijskega 
lipopolisaharida (LPS), različnih citokinov (IL-1, GM-CSF in TNF-α) ali liganda CD40 
(CD40L) povzroči zmanjšano sposobnost privzema antigenov, a povišano izražanje 
označevalcev zorenja in povečano sposobnost DC za stimulacijo limfocitov T. Ta opažanja 
so in vivo potrdili z injiciranjem LPS, ki je sprožilo nastanek zrelih DC. Tako je postajalo 
jasno, da zorenje DC uravnavajo okoliški dejavniki (2, 9).  
Preglednica I: Prikaz značilnosti nezrelih in zrelih DC  
Opazovana lastnost  Nezrele DC Zrele DC 
Privzem antigenov Makropinocitoza 







Sinteza MHC II 
Razpolovna doba (t1/2) MHC II 



















Legenda: MHC – poglavitni kompleks tkivne skladnosti, ICAM-1 – medcelična adhezijska molekula 





Molekulski vzorci, ki so značilni za patogene mikroorganizme (PAMP), sprožijo receptorje 
za prepoznavanje vzorcev (PRR), ki se lahko nahajajo na celični membrani in tudi v 
notranjosti celic. Med PRR spadajo Tollu podobni receptorji (TLR), površinski lektinski 
receptorji tipa C, znotrajcelični NOD-u podobni receptorji in helikaze (11). Ena izmed 
najbolj raziskanih skupin receptorjev so TLR, ki prepoznavajo različne vzorce lipidov, 
lipoproteinov, proteinov ali nukleinskih kislin. LPS je sestavina celične stene po Gramu 
negativnih bakterij, ki deluje prek vezave na površinski receptor TLR4. TLR3, ki je znotraj 
celice v endosomu, prepoznava virusno dvoverižno RNA, majhno interferenčno RNA in 
RNA poškodovanih celic, medtem ko lahko TLR7 in TLR8 prepoznata virusno enoverižno 
in bakterijsko RNA (12, 13).  
Zorenje DC spodbujajo tudi s poškodbami povezani molekulski vzorci (DAMP), ki delujejo 
kot endogeni signali za nevarnost. Pojavijo se ob nekrozi celic (proteini toplotnega šoka, 
sečna kislina) ali pa se kot molekule aktivno izločajo iz celic in tkiv kot odgovor na okužbo, 
stres ali poškodbe. Tak primer je izločanje interferonov tipa I pri virusni okužbi (14).  
Ko receptorji TLR prepoznajo strukture PAMP ali DAMP, se signal prenese prek domene, 
ki vsebuje adaptorska proteina MyD88 in/ali TRIF, kar sproži znotrajcelične signalne 
transdukcijske poti. Aktivacija signalnih poti vodi v aktivacijo jedrnih dejavnikov κB (NF-
κB), interferon-regulacijskega dejavnika (IRF) ali z mitogenom aktivirane proteinske (MAP) 
kinaze, ki uravnavajo proizvodnjo vnetnih citokinov, kemokinov in drugih mediatorjev (12). 
1.1.3 Migracija dendritičnih celic in aktivacija imunskih celic 
Kot je prikazano v preglednici I, se med zorenjem DC spremeni profil izražanja kemokinskih 
receptorjev, ki sodelujejo pri migraciji celic. Nezrele DC izražajo kemokinske receptorje, 
kot sta CCR1 in CCR5, ter migrirajo v smeri ustreznih kemokinskih ligandov v nelimfatična 
tkiva, kjer pridejo v stik z antigenom. Zorenje DC povzroči izražanje kemokinskega 
receptorja CCR7, ki je ključen za migracijo DC v sekundarne limfatične organe (15). Na 
migracijo DC vplivajo različni kemotaktični dejavniki. Od teh imata pomembno vlogo 
kemokina CCL19 in CCL21, ki ju prepozna receptor CCR7. Oba usmerjata migracijo DC 
znotraj bezgavk, kemokin CCL21 pa poleg tega sodeluje pri usmerjanju migracije proti 





Aktivacija limfocitov T je odvisna od intenzitete in trajanja interakcij DC z limfociti T prek 
imunološke sinapse, ki nastane kot posledica reorganizacije citoskeleta v obeh celicah. Ta 
proces vodi do združevanja površinskih molekul in T-celičnega receptorja (TCR) v 
aktivacijske skupke, ki predstavljajo optimalno okolje za signalizacijske molekule, 
sproščene v imunološko sinapso. Povišano in dolgotrajnejše izražanje molekul MHC 
(preglednica I: t1/2 > 100 h za MHC II) ter izražanje kostimulacijskih molekul med zorenjem 
DC zagotavljata tvorbo stabilnih medceličnih stikov z limfociti T prek imunološke sinapse 
(17, 18).  
 
Slika 1: Migracija DC in začetek pridobljenega imunskega odziva 
Tkivno vnetje pospeši zorenje in migracijo DC v sekundarne limfatične organe, kjer se začne 
aktivacija limfocitov T in B ter tvorba protiteles. Slika povzeta po (8). 
1.1.4 Signali dendritičnih celic za aktivacijo limfocitov T 
Znano je, da so za aktivacijo limfocitov T pomembni trije signalni dogodki, ki omogočijo 
aktivacijo in proliferacijo CD4+ in CD8+ limfocitov T ter usmerjajo njihovo polarizacijo v 
funkcionalne podskupine. Četrti signal po aktivaciji usmerja migracijo limfocitov T na mesto 
delovanja (19).  
Signal 1: Predstavitev antigenskega peptida prek kompleksa z MHC  
Mehanizmi DC za obdelavo in predstavitev antigenov so odvisni od izvora antigena 





Opredeljena sta dva glavna mehanizma: (i) citosolna pot, pri kateri se znotrajcelični antigeni, 
ki so prisotni pri virusni/bakterijski okužbi ali transformaciji celic, razgradijo s pomočjo 
proteasoma. Nastali antigenski peptidi tvorijo komplekse z molekulami MHC razreda I v 
endoplazemskem retikulumu. Prenos prek Golgijevega aparata na citoplazemsko membrano 
omogoči prepoznavo kompleksa CD8+ limfocitom T; (ii) endocitna pot, pri kateri APC 
privzamejo zunajcelične antigene v fagosome, ki se nato zlijejo z lizosomi v fagolizosome. 
Tam se razgradijo v manjše peptide in povežejo v komplekse z molekulami MHC razreda 
II, ki jih na celični površini prepoznajo CD4+ limfociti T. Predstavitev prek MHC II je 
večinoma omejena na profesionalne APC, torej DC (20). Ob tem velja še posebej omeniti 
lastnost DC, da lahko predstavijo internalizirane antigene, pridobljene iz zunanjih virov, in 
sicer ne samo prek molekule MHC razreda II, temveč tudi prek MHC razreda I, kar 
imenujemo navzkrižna predstavitev (angl. cross-presentation). Tako lahko DC tumorske 
antigene in viruse, ki celice ne okužijo neposredno, predstavijo CD8+ limfocitom T. 
Mehanizmi, ki urejajo navzkrižno predstavitev, so razmeroma manj razumljivi. Študije 
kažejo, da obstajajo številne poti, katerih posamezni procesi še niso povsem pojasnjeni. Ob 
tem ostaja vprašanje, ali veljajo tudi v in vivo pogojih (21). Nove možnosti so se na področju 
celične imunoterapije raka pojavile z ugotovitvami, da lahko DC poleg klasičnih peptidov 
predstavijo tudi lipidne antigene prek molekule CD1d, fosfopeptide in citrulinirane antigene 
(18). 
Signal 2: Kostimulacijske molekule na površini DC 
Drugi bistveni signal za začetek antigensko specifičnega pridobljenega imunskega odziva je 
prisotnost kostimulacijskih molekul CD80 (B7.1) in CD86 (B7.2) na površini DC ter vezava 
liganda CD28, izraženega na limfocitih T (slika 1). Ta signal je okrepljen z interakcijo 
kostimulacijskega para molekul CD40 in CD40L. Limfociti T namreč ob aktivaciji z DC 
izražajo ligand CD40, ki se veže na receptor CD40 na površini DC. Interakcija sproži 
povišano izražanje molekul MHC, kostimulacijskih in adhezijskih molekul ter proizvodnjo 
vnetnih citokinov, vključno z IL-12. Na svoji površini lahko limfociti T izražajo tudi s 
citotoksičnimi limfociti T povezan antigen 4 (CTLA-4), ki z vezavo na CD80 in CD86 
negativno uravnava aktivacijo limfocitov T (22). Pomen ravnovesja med kostimulacijskimi 
in koinhibitornimi signali se odraža pri kroničnih virusnih boleznih in raku. Imunskemu 
odzivu se lahko izognejo tako, da zavirajo izražanje kostimulacijskih in povečujejo izražanje 





Signal 3: Mikrookolje citokinov 
Tretji signal predstavlja mikrookolje citokinov, ki ga ustvarjajo DC, in inducira aktivacijo 
naivnih limfocitov T ter usmerja njihovo polarizacijo. IL-12 je glavni citokin DC, ki usmerja 
polarizacijo CD4+ limfocitov T v celice T pomagalke tipa 1 (Th1). Pomemben mehanizem 
delovanja IL-12 predstavlja indukcija proliferacije celic NK in limfocitov T ter proizvodnje 
IFN-γ v omenjenih celicah. IFN-γ ima neposreden citotoksični učinek na tumorske celice, 
inhibiral naj bi tudi tumorsko angiogenezo (24). DC z izločanjem citokina IL-4 usmerjajo 
polarizacijo CD4+ limfocitov T v smeri Th2 (2). 
Signal 4: Usmerjanje antigensko specifične migracije limfocitov T 
Ob aktivaciji limfocitov T lahko DC prispevajo k uravnavanju izražanja perifernih 
receptorjev diferencirajočih se limfocitov T, kot sta CCR5 in CXCR3. Ti receptorji vplivajo 
na vzorec antigensko specifične migracije in zadrževanja efektorskih celic na mestu, kjer 
pridejo v stik s tarčnimi celicami (19, 25).  
1.1.5 Interakcija MHC s T-celičnim receptorjem 
Limfociti T prek svojih receptorjev prepoznajo le antigene, ki so vezani na molekulo MHC 
na površini APC. Tvorba trojnega kompleksa TCR-peptid-MHC je odvisna od več interakcij. 
Prisotnost dopolnilnih molekul, kot sta koreceptorja CD4 in CD8, omogoči specifično in 
stabilnejšo interakcijo ter sodeluje pri prenosu signala, ki ga posreduje TCR. Koreceptor 
CD4 se veže na nevariabilni del molekule MHC razreda II, medtem ko se koreceptor CD8 
veže na nevariabilni del molekule MHC razreda I. Pri stabilizaciji sodelujejo tudi druge 
površinske molekule (CD2, CD45R) in adhezijske molekule, ki imajo prav tako 
kostimulacijsko vlogo (26).  
TCR je heterodimer, sestavljen iz α- in β-verige. Visok nivo raznolikosti verig TCR se 
doseže z naključnim preurejanjem genskih segmentov. Vezava na kompleks antigenski 
peptid-MHC poteka prek vezavnega mesta TCR, ki je sestavljeno iz šestih zank, tako 
imenovanih regij, ki določajo komplementarnost (CDR); tri zanke so na α-verigi in tri zanke 
na β-verigi TCR. Regije CDR1 in CDR2 na α- in β-verigi interagirajo z molekulo MHC, 
medtem ko regiji CDR3 tvorita zelo raznoliko vezavno mesto, ki je osredotočeno na vezan 






Slika 2: Prikaz tvorbe trojnega kompleksa TCR-peptid-HLA 
TCR v kompleksu z antigenskim peptidom, vezanim na HLA na površini DC. Slika povzeta po (27). 
 
1.1.6 Aktivacija naivnih CD4+ limfocitov T  
Aktivirani naivni CD4+ limfociti T polarizirajo v celice T pomagalke (Th), ki jih lahko na 
osnovi njihovega vzorca sproščanja citokinov razdelimo v glavne podskupine: Th1, Th2, 
Th17 in Treg. Za citokine Th1 in Th2 je značilno, da delujejo vzajemno. IFN-γ zavira odziv 
Th2, citokin IL-10 pa zavira odziv Th1. V nasprotju s Fox-P3+ Treg in drugimi vrstami 
regulatornih limfocitov T, ki delujejo inhibitorno, ostale tri skupine efektorskih celic ščitijo 
organizem pred različnimi vrstami patogenov in sodelujejo pri imunskem odzivu proti 
lastnim antigenom.  
Th1 sprožijo celično posredovano imunost. Izločajo vnetne citokine IL-2, TNF-α in IFN-γ 
ter poleg CD8+ citotoksičnih limfocitov T (CTL) spodbujajo citotoksično aktivnost 
makrofagov. Th1 lahko z izločanjem citokinov vplivajo tudi na povečano obdelavo 
antigenov in povišano izražanje molekul MHC razredov I in II na površini APC.  
Th2 sprožijo humoralno imunost oziroma tvorbo protiteles v limfocitih B. Proizvajajo 
predvsem IL-4, IL-5, IL-6 in IL-10 ter so pomembne za vzdrževanje protivnetnega odziva.  
Za Th17 je značilna proizvodnja IL-17, IL-21 in IL-22. Sodelujejo pri razvoju avtoimunskih 
bolezni, kot so revmatoidni artritis, multipla skleroza in ulcerozni kolitis. Poleg tega imajo 
pomembno vlogo pri obrambi pred nekaterimi bakterijami. Izsledki raziskav kažejo, da 
vloga Th17 pri bolnikih z rakom ni enoplastna. Znano je, da pospešujejo vnetje, po drugi 





1.1.7 Aktivacija naivnih CD8+ limfocitov T 
Naivni CD8+ limfociti T so majhne celice okrogle oblike, ki nimajo sposobnosti za 
proizvodnjo citotoksičnih granul. Za njihov popoln razvoj v efektorske celice s citotoksičnim 
delovanjem potrebujejo ustrezno stimulacijo, ki jo posredujejo APC. Aktivacija naivnih 
CD8+ limfocitov T povzroči sintezo citolitičnih proteinov in proliferacijo celic. V citoplazmi 
nastanejo polno diferencirane citotoksične granule, ki se ob nadaljnjem prepoznavanju 
tarčne celice polarizirano gibljejo proti citolitični sinapsi in z eksocitozo izločijo vsebino v 
zunajcelični prostor: grancime (pri človeku 5 grancimov, predvsem A in B), cisteinske 
peptidaze (na primer katepsin C, H in L), lizosomske membranske proteine in perforin (32). 
Najmočnejše apoptozno delovanje izkazuje grancim B, serinska peptidaza, ki v tarčnih 
celicah neposredno cepi prokaspaze 3 in 7 ter jih s tem aktivira, kar sproži endogene procese 
apoptoze. Posredno aktivacijo kaspaz grancim B posreduje prek cepitve in aktivacije 
proteina Bid, kar vodi v permeabilizacijo zunanje mitohondrijske membrane. Sledi 
sproščanje številnih proapoptotičnih proteinov, vključno s citokromom c. Znanih je tudi več 
kot 300 potencialnih substratov za grancim B, kar nakazuje njegovo širše področje 
delovanja. Vstop grancima v tarčno celico omogoči prisotnost perforina, katerega delovanje 
je odvisno od kalcijevih ionov (33).   
 
Slika 3: Mehanizem citotoksičnosti CTL 
Apoptoza tarčne celice prek stika s CTL poteka na dva načina. Glavni mehanizem predstavlja 
regulirano sproščanje vsebine citotoksičnih granul v imunološko sinapso, ki se tvori med efektorsko 
in tarčno celico. Drugi način vključuje vezavo receptorja za indukcijo programirane celične smrti 






1.2 IMUNOTERAPIJA RAKA NA OSNOVI DENDRITIČNIH CELIC 
Izraz imunoterapija raka se nanaša na obliko zdravljenja, ki s pomočjo komponent lastnega 
imunskega sistema uravnava odziv v terapevtsko dobro bolnika. Pristopi vključujejo 
aktivacijo imunskega sistema z vnetnimi citokini, monoklonskimi protitelesi in zdravljenje 
z adoptivnim prenosom celic. Aktivna imunizacija poteka z zdravljenjem s cepivi. Ena izmed 
glavnih omejitev imunoterapije z monoklonskimi protitelesi je, da morajo biti tarčne 
molekule, proti katerim so usmerjena protitelesa, izražene na celični površini (8). 
Terapevtsko učinkovitost monoklonskih protiteles bi lahko omejevala tudi slaba penetracija 
v tumorsko tkivo (35). Namen imunske terapije raka z DC je inducirati obe obliki T-celične 
imunosti. Prva se nanaša na indukcijo tumorsko specifičnih efektorskih limfocitov T, ki so 
odgovorni za zmanjšanje tumorske mase in odstranitev tumorja. Druga označuje zaščitno 
imunost oziroma tvorbo tumorsko specifičnih spominskih limfocitov T. Zadnja oblika 
imunosti je pomembna predvsem za preprečitev ponovnega nastopa bolezni (8).  
Sipuleucel-T (imenovano tudi Provenge®) je prvo registrirano avtologno celično cepivo, 
namenjeno imunoterapiji metastatskega raka prostate. Cepivo so pripravili tako, da so 
avtologne enojedrne celice inkubirali z rekombinantnim fuzijskim proteinom citokina GM-
CSF in antigena prostatične kisle fosfataze, ki ga izražajo tumorske celice bolnikov z rakom 
prostate (36). Cepivo lahko uvrstimo med prvo in drugo generacijo protitumorskih celičnih 
cepiv, saj je vsebovalo nezrele ali delno zrele DC, s pomočjo aktivacije s fuzijskim 
proteinom pa so dosegli imunogene lastnosti celic, vendar omejeno sposobnost indukcije 
učinkovitega protitumorskega odziva. Poleg tega ni bilo osnovano le na DC, temveč je 
vsebovalo še druge enojedrne celice. Cepiva naslednje generacije poleg ex vivo pridobljenih 
mo-DC vključujejo nativne DC, več pozornosti posvečajo tudi indukciji imunogene celične 
smrti in obdelavi DC z neoantigeni (37). 
Začetni pristopi imunoterapije raka na osnovi DC so temeljili na monoterapiji. Zaradi 
omejene učinkovitosti se novejše strategije v kliničnih študijah osredotočajo predvsem na 
zdravljenje v kombinaciji z radioterapijo, kemoterapijo in tarčnimi terapijami, s katerimi 
želijo premagati s tumorji povezano imunosupresijo in okrepiti odziv efektorskih celic 
(zaviralci imunskih stikal, zaviralci encima indolamin 2,3-dioksigenaze, monoklonska 
protitelesa proti antigenu CD25 na Treg). Prednost cepiv na osnovi DC je njihova varnost, 
saj so znani le redki primeri toksičnosti. Bolniki zdravljenje večinoma dobro prenašajo, 





1.2.1 Vpliv tumorskega mikrookolja na dendritične celice 
Tumorsko mikrookolje predstavlja skupek tumorskih celic, fibroblastov, endotelijskih celic, 
tumorje infiltrirajočih levkocitov ter komponent medceličnine. Obstajajo številni 
mehanizmi, prek katerih lahko mikrookolje tumorjev vpliva na zoritveno in aktivacijsko 
stanje DC ter na njihovo diferenciacijo. Ugotovili so, da je delež nezrelih DC pri bolnikih z 
rakom večji kot pri zdravih ljudeh. Tumorsko mikrookolje povzroči preusmeritev CD34+ 
mieloidnih prekurzorskih celic v kostnem mozgu proti povečanemu nastajanju mieloidnih 
supresorskih celic in kopičenju nezrelih DC. Pri tem imata pomembno vlogo citokina IL-6 
in M-CSF. Dodatno lahko mikrookolje tumorja vpliva na razvoj tolerogenih funkcijskih 
lastnosti DC. Tumorske celice izločajo imunosupresivne citokine, predvsem IL-10, ki 
zavirajo zorenje DC in zmanjšujejo njihovo antigen-predstavitveno sposobnost. Prav tako 
lahko z izločanjem transformirajočega rastnega dejavnika β (TGF-β) zavirajo zorenje, hkrati 
pa povzročijo znižano izražanje kostimulacijskih molekul CD40. Z izločanjem radikala 
dušikovega oksida (NO•) tumorske celice inducirajo apoptozo zrelih DC. Opisani mehanizmi 
prispevajo k zmanjšanemu odzivu efektorskih celic, kar vodi v napredovanje tumorja (39, 
40). 
1.2.2 Način priprave protitumorskih cepiv 
Z namenom izboljšanja funkcionalnosti DC pri imunoterapiji raka so znanstveniki razvili 
številne načine za pripravo DC. V študijah so opisani protokoli z različnim izvorom celic, 
načinom diferenciacije, obdelavo s tumorskimi antigeni in uporabo aktivatorjev zorenja. Ex 
vivo diferenciacija človeških DC iz monocitov periferne krvi z uporabo GM-CSF in IL-4 
predstavlja enega izmed najbolj razširjenih načinov pridobivanja DC v terapevtske namene 
(41). Pri zdravih ljudeh je namreč delež DC v periferni krvi le 0,5–1,5 % vseh perifernih 
enojedrnih celic (PBMC) (42), kar predstavlja oviro pri izolaciji števila celic za zadosten 
terapevtski odmerek. Polno zrele DC učinkoviteje spodbujajo polarizacijo naivnih CD4+ 
limfocitov T v smeri Th1 in nastanek CTL, hkrati pa so odpornejše proti imunosupresivnemu 
okolju tumorjev (43). V ta namen se pri raziskovanju precej posvečajo izbiri kombinacije 
aktivatorjev zorenja. Standardna kombinacija je sestavljena iz citokinov TNF-α, IL-1β in IL-
6 ter prostaglandina E2 (PGE2). Izkazalo se je, da prisotnost PGE2 poveča izkoristek, okrepi 
zorenje in migracijsko sposobnost DC, a lahko po drugi strani ovira izločanje citokina IL-





pristopi za zorenje vključujejo uporabo agonistov TLR, ki so eni izmed najmočnejših 
dejavnikov za zorenje (44). 
                                 
Slika 4: Ex-vivo priprava DC za izdelavo protitumorskih cepiv 
Prvi korak priprave vključuje izolacijo CD14+ monocitov in diferenciacijo v DC. Sledi obdelava 
nezrelih DC s tumorskimi antigeni (signal 1), katerih vir so lahko celotne avtologne/alogenske rakave 
celice, rekombinantni ali sintezni tumorski antigenski peptidi, RNA/DNA tumorskih celic, molekule 
RNA/DNA, ki kodirajo tumorske antigene, ter fuzijski hibridi DC in tumorskih celic. Po postopku 
zorenja (zagotovitev signalov 2 in 3) pripravljene imunogene DC z infuzijo vrnejo bolniku (37). 
 
1.3 BREZSERUMSKI MEDIJI ZA GOJENJE DENDRITIČNIH CELIC 
Cepiva na osnovi DC se v skladu z zakonodajo Evropske unije uvrščajo med zdravila za 
napredno zdravljenje (angl. advanced therapy medicinal product – ATMP). Evropska 
agencija za zdravila (angl. European Medicines Agency – EMA) je leta 2008 izdala 
prilagojene smernice za biološko varnost in učinkovitost celic v terapevtske namene. Ex vivo 
priprava DC je sprejemljiva za klinično aplikacijo, če jo izvajamo v okviru pogojev, ki 
ustrezajo načelom dobre proizvodne prakse (GMP). Ob tem je treba upoštevati heterogenost 
in variabilnost različnih celičnih linij ter oceniti tveganje. Priporoča se uporaba reagentov in 






Poleg osnovnih komponent vsebujejo mediji za gojenje celic obogaten substrat različnih 
beljakovin, hormonov, rastnih dejavnikov in hranil, ki so potrebni za celični metabolizem, 
normalen razvoj in rast celic. Fetusni serum goveda (FBS) že dolgo časa predstavlja 
standardni dodatek celičnemu gojišču (46), vendar se moramo njegovi uporabi za gojenje 
DC v terapevtske namene izogniti zaradi prisotnosti živalskih antigenov in nevarnosti 
prenosa okužbe. Študije na mišjih modelih so pokazale, da lahko DC, gojene v prisotnosti 
FBS, privzamejo goveje antigene in tako sprožijo imunski odziv, ki ni specifičen za 
tumorske antigene in ga lahko napačno razumemo kot protitumorski imunski odziv (47). Po 
aplikaciji cepiva na osnovi DC, ki so jih gojili v prisotnosti živalskega seruma, lahko pride 
tudi do tvorbe protiteles proti govejim antigenom in do anafilaktične reakcije (48). Med 
proizvodnimi serijami prihaja tudi do variabilnosti v sestavi končnega proizvoda, kar lahko 
vpliva na lastnosti gojenih celic. Poleg tega poteka proizvodnja FBS na način, ki povzroči 
trpljenje živali, zato je njegova uporaba etično sporna (46). Zaradi navedenih razlogov se 
veliko pozornosti posveča proučevanju definiranih brezserumskih gojišč, ki so za pripravo 
DC najbolj zaželena.  
1.3.1 Lizat človeških trombocitov 
Podatki o uporabi gojišča z dodatkom lizata trombocitov človeškega izvora za in vitro 
gojenje celičnih linij segajo v leto 1980. Od takrat naprej velja lizat trombocitov za učinkovit 
dodatek celičnim kulturam človeških endotelijskih celic, fibroblastov in mezenhimskih 
matičnih celic različnih tkiv. Trombociti so vir številnih biološko aktivnih molekul, vključno 
z rastnimi dejavniki. Ti imajo močno izraženo mitogeno delovanje, kar pomeni, da 
stimulirajo proliferacijo celic. V višjih koncentracijah (50–300 ng/mL) so prisotni 
trombocitni rastni dejavnik AB (PDGF-AB), inzulinu podobni rastni dejavnik 1 (IGF-1) in 
transformirajoči rastni dejavnik β1 (TGF-β1) (49).  
V primerjavi s FBS vsebuje lizat trombocitov več imunoglobulinov. V primeru, da 
proizvodnja poteka brez aktivacije trombina, lahko vsebuje fibrinogen in druge 
koagulacijske dejavnike, ki v FBS navadno niso prisotni. Sestavine lizata trombocitov so 
tudi transportne beljakovine, kot so transferin, ceruloplazmin in haptoglobin, ter zaviralci 
proteaz, kot sta encima α-1-antitripsin in α-2-makroglobulin. Tako kot FBS vsebuje 
minerale, glukozo in vitamine (49). Na sliki 5 so navedene glavne biološko aktivne sestavine, 






Slika 5: Sproščanje vsebnosti po lizi trombocitov 
Slika povzeta po (50). 
V literaturi je opisanih več metod za pripravo končnega produkta. Koncentrate trombocitov 
lahko pripravimo iz zgoščene trombocitno-levkocitne plasti periferne krvi (angl. buffy coat), 
iz plazme, bogate s trombociti, ali iz afereznih trombocitov. Ena izmed glavnih prednosti 
uporabe afereznih trombocitov je nizka kontaminacija z levkociti. Koncentrate trombocitov 
lahko uporabimo kot sveže, pretečene ali inaktivirane s psoralenom. Ob tem velja izpostaviti 
možnost uporabe pretečenih trombocitnih enot. V transfuzijski medicini se lahko 
trombocitne enote uporabljajo največ 5 dni po odvzemu krvi, shranjujejo se lahko do 7 dni 
(življenjska doba trombocitov je 8–10 dni). Po preteku 5 dni jih zaradi povečanega tveganja 
za agregacijo trombocitov in možnosti bakterijske okužbe ne smemo več uporabiti za 
transfuzijo, a so kot izvorni material za pripravo lizata še vedno primerne. Najpogostejši in 
najenostavnejši način, s katerim dosežemo lizo trombocitov, predstavlja ponavljajoče se 
cikle zamrzovanja in odmrzovanja. V uporabi so tudi druge metode, kot so neposredna 
aktivacija trombocitov s kalcijevim kloridom ali trombinom, sonikacija in kemična obdelava 
s topilom oziroma detergentom. S postopkom zlitja se nato združi več posameznih 
pripravkov različnih darovalcev, s čimer se zniža variabilnost med posameznimi pripravki 
in zagotovi večje količine za nadaljnjo uporabo. Kot pomožno snov lahko lizat vsebuje 
antikoagulante, a lahko dodatek teh kasneje vpliva na lastnosti gojenih celic. Terapevtska 
uporaba lizata trombocitov za regenerativno zdravljenje poteka varno in brez hujših 





Po drugi strani se pojavlja tudi nekaj odprtih vprašanj, ki jih je treba upoštevati pri uporabi 
lizata trombocitov za gojenje celic v terapevtske namene. Eno izmed najvidnejših je 
pomanjkanje standardizacije, ki lahko otežuje primerjavo izsledkov različnih študij, hkrati 
pa otežuje prenos tehnologije v proizvodno prakso. Ugotovili so, da je končna koncentracija 
rastnih dejavnikov in citokinov, ki sčasoma vplivajo na fenotipske in funkcijske lastnosti 
mezenhimskih matičnih celic, povezana z načinom priprave (52). Možnosti prenosa okužbe 
in imunske reakcije sta sicer manjši, a ju ni mogoče povsem izključiti. To velja zlasti v 
primeru alogenskega izvora (51). 
 






2 NAMEN DELA  
Primarni cilj našega raziskovalnega dela je ovrednotiti uporabo lizata človeških trombocitov 
kot dodatka gojišču za ex vivo diferenciacijo iz CD14+ monocitov in zorenje človeških DC 
skladno z načeli GMP z namenom aplikacije v protitumorskih cepivih. Naša hipoteza je, da 
gojišče RPMI z dodatkom 10 % lizata človeških alogenskih trombocitov predstavlja 
primerno alternativo brezserumskemu celičnemu gojišču CellGenix® z dodanim 1 %  
človeškega seruma AB za pridobivanje DC s primerljivimi funkcijskimi lastnostmi, ki so 
ključne za terapevtsko učinkovitost pripravljenega cepiva.  
Želimo pridobiti zrele DC z visoko odzivnostjo na kemokin CCL19, ki je v organizmu 
prisoten v bezgavkah, in sposobnostjo učinkovite stimulacije limfocitov T ter indukcije 
protitumorskega odziva Th1 in CTL. Da bi ugotovili, kateri način priprave zrelih DC je 
najugodnejši, bomo za zorenje uporabili tri različne kombinacije aktivatorjev zorenja: 
MPLA/IFN-γ, poli(I:C)/TNF-α/IFN-α in poli(I:C)/R848.  
Za potrditev hipoteze bomo v sklopu magistrske naloge ovrednotili vpliv dodatka                    
10 % lizata alogenskih trombocitov na migracijsko sposobnost zrelih DC v smeri 
kemotaktičnega dejavnika CCL19. V nadaljevanju bomo obravnavali sposobnost zrelih DC 
za alogensko stimulacijo CD4+ limfocitov T, ki jo bomo glede na proliferacijo celic 
analizirali s pomočjo tekočinskega scintilacijskega števca. Preverili bomo tudi zmožnost 
zrelih DC za indukcijo polarizacije naivnih CD4+ limfocitov T v smeri Th1, pri čemer bomo 
s pretočno citometrijo določili koncentracije citokinov, ki so značilni za odziv Th1, Th2 in 
Th17. V nadaljevanju bomo ovrednotili sposobnost zrelih DC za alogensko stimulacijo 
CD8+ limfocitov T in določili koncentracije sproščenega citokina IFN-γ. Za ovrednotenje 
citotoksičnega odziva CD8+ limfocitov T, aktiviranih z različnimi skupinami DC, bomo na 











Slika 6: Načrt dela, ki zajema diferenciacijo DC iz CD14+ monocitov in zorenje 






3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI  
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica II: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Opis, proizvajalec 
Avtomatski pipetor  IBS Pipetboy, Integra Biosciences, Švica 
Avtomatski števec za štetje celic  ViCell XR, Beckman Coulter, ZDA 
Centrifuga  Jouan CR4i, Thermo Electron Industries SAS, 
Francija 
Centrifugirke  15 mL, Sarstedt, Nemčija 
50 mL, VWR International, ZDA  
Filtrirni papir za scintilacijsko merjenje Printed Filtermat A, Perkin Elmer, ZDA 
Hladilnik/zamrzovalnik Electrolux, Nemčija 
Inkubator HERAcell, Heraeus, Nemčija 
Invertni svetlobni mikroskop  Eclipse Ti-S, Nikon, Japonska 
Komora z laminarnim pretokom zraka  Mc 15-3, Iskra PIO, Slovenija 
Magnetna plošča, stojalo za kolono in kolona LD 
za imunomagnetno izolacijo 
MidiMACS MicroBeads, Miltenyi Biotec, 
Nemčija 
Mikrocentrifugirke Invitrogen, ZDA  
MiniSpin namizna centrifuga F45-12-11, Eppendorf , Nemčija 
Naprava za sesanje iz mikrotitrske plošče  Filtermate Harvest, Perkin Elmer, ZDA 
Pasteurjeve pipete FL Medical, Italija 
Pipete Research Plus, Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrske plošče 6, 24, 48 in 96 vdolbin, Thermo Fisher 
Scientific, ZDA 
Pretočni citometer FACSCalibur, Becton Dickinson, ZDA 
FACSAria, Becton Dickinson, ZDA 
Serološke pipete  10 mL, 25 mL, Falcon Advantage, ZDA 
Sterilni nastavki za pipete Eppendorf, Nemčija 
Tekočinski scintilacijski števec  1450 Microbeta plus, Perkin Elmer, ZDA 
Transwell mikrotitska plošča z membrano Costar 3422, Sigma-Aldrich, ZDA 
Vibracijski mešalnik Eppendorf , Nemčija 







Preglednica III: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija   Proizvajalec 
Brezserumsko gojišče CellGenix® GMP DC CellGenix, Nemčija 
Človeški serum AB Zavod RS za transfuzijsko medicino, Slovenija 
Fetusni serum goveda  Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Gentamicin  Sigma-Aldrich, Nemčija 
GlutaMax   Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Lympholyte®-H Cedarlane Laboratories, Kanada 
Lizat trombocitov  Zavod RS za transfuzijsko medicino, Slovenija 
Paraformaldehid (PFA) Sigma-Aldrich, Nemčija 
Pufrska raztopina DPBS Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
RPMI 1640 medij Lonza, Švica 
Scintilacijska tekočina Betaplate Scint  Perkin Elmer, ZDA 
Timidin, [metil-3H] Perkin Elmer, ZDA 
3.1.3 Biološki reagenti 
Preglednica IV: Seznam uporabljenih bioloških reagentov 
Biološki reagent Koncentracija Proizvajalec 
CCL19 200 ng/µL gojišča Miltenyi Biotec, Nemčija 
GM-CSF 800 U/mL gojišča Miltenyi Biotec, Nemčija 
IFN-α 3000 U/mL gojišča Miltenyi Biotec, Nemčija 
IFN-γ 1000 U/mL gojišča Miltenyi Biotec, Nemčija 
IL-4 1000 U/mL gojišča Miltenyi Biotec, Nemčija 
MPLA, sintetični 100 µg/mL gojišča Invivogen, ZDA 
Poli(I:C) 20 µg/mL gojišča Miltenyi Biotec, Nemčija 
R848 2,5 µg/mL gojišča Invivogen, ZDA 
TNF-α 1000 U/mL gojišča Miltenyi Biotec, Nemčija 
3.1.4 Kompleti 
Preglednica V: Seznam uporabljenih kompletov 
Komplet Proizvajalec 
T cell Activation and Expansion Kit Miltenyi Biotec, Nemčija 







Preglednica VI: Seznam uporabljenih protiteles 
Protitelesa Proizvajalec 
CD14 MicroBeads  Miltenyi Biotec, Nemčija 
Protitelesa proti grancimu B, konjugirana s PE Miltenyi Biotec, Nemčija 
Protitelesa proti CD8a, konjugirana s FITC BioLegend, ZDA 
 
3.2 METODE 
Priprava celičnega gojišča:   





gojišča RPMI 1640  
lizata trombocitov  
glutamina GlutaMax  
raztopine gentamicina (koncentracija 50 mg/mL) 
Trombocitni lizat so s postopkom zlitja pripravili na Zavodu RS za transfuzijsko medicino 
iz več različnih pripravkov afereznih trombocitov v plazmi. Lizo trombocitov so dosegli s 
postopnim zmrzovanjem pri –80 oC in odmrzovanjem pri 2–8 oC.  
 
 
Slika 7: Lizat trombocitov, pripravljen za pretakanje – zlitje 
Po centrifugiranju enot lizata trombocitov se na dno usede pelet, ki je s sponko ločen od 
supernatanta. Supernatante več različnih pripravkov se nato združi v eno vrečo, v kateri je zbran 










brezserumskega gojišča CellGenix®  
človeškega seruma AB 
raztopine gentamicina (koncentracija 50 mg/mL) 
Gojišče CellGenix® GMP DC je optimizirano za diferenciacijo CD14+ monocitov v DC.  
̶ Osnovne komponente: soli, sladkorji, aminokisline, vitamini, pufri. Vsebuje fenol 
rdeče in L-glutamin.  
̶ Človeški proteini: človeški rekombinantni inzulin iz kvasovk, transferin in albumin, 
pridobljena iz človeške plazme (53). 
 





gojišča RPMI 1640 
človeškega seruma AB 
glutamina GlutaMax  
raztopine gentamicina (koncentracija 50 mg/mL)  
 
Priprava pufra DPBS z 0,5 % FBS:  
Preglednica X: Priprava 0,5-odstotne pufrske raztopine za imunomagnetno izolacijo 
20 mL 
100 µL 
pufrske raztopine DPBS 
seruma FBS 
3.2.1 Metode dela s celicami 
Vzorce zgoščene trombocitno-levkocitne plasti (angl. buffy coat) smo dobili v laboratoriju 
Zavoda RS za transfuzijsko medicino. Vzorce smo pridobili v skladu s soglasjem Komisije 
za medicinsko etiko (številka odločbe: 0120-279/2017-3). Na dan preizkusa so bili vzorci 
pripravljeni s centrifugiranjem enote polne krvi zdravih krvodajalcev obeh spolov in 
naključnih krvnih skupin. Delo s krvnimi pripravki in celicami je potekalo pod aseptičnimi 
pogoji v komori z laminarnim pretokom zraka. Ves material, ki smo ga vnesli v komoro in 
ga uporabljali pri delu, je moral biti sterilen. Površino v komori in vnesen laboratorijski 
material smo pred začetkom dela in na koncu razkužili s 70-odstotnim etanolom. Pri delu 





Odmrzovanje celic  
Postopek odmrzovanja celic smo uporabili za odmrzovanje CD4+ in CD8+ limfocitov T, ki 
smo jih predhodno izolirali iz zgoščene levkocitne plasti periferne krvi. Alogenske limfocite 
T smo potrebovali za pripravo kokultur z DC. 
V vsaki krioviali je bilo zamrznjenih 5 × 106 limfocitov T. Na osnovi predhodnih izkušenj 
in dela s celicami smo predpostavili, da jih bo med postopkom odmrzovanja preživelo 
približno polovica. Kriovialo, zamrznjeno pri –80 °C, smo vzeli iz zamrzovalnika in jo 
potopili v toplo vodno kopel. Odtajano celično suspenzijo smo nato s pipeto hitro prenesli v 
50-mililitrsko centrifugirko in jo postavili na led. Ob mešanju smo po kapljicah dodajali 
hladno gojišče RPMI z 10 % seruma AB in po dodanih 10 kapljicah centrifugirko za 30 s 
postavili nazaj na led. Nadaljevali smo s počasnim dodajanjem gojišča, dokler ni nivo celične 
suspenzije dosegel 10 mL, in z raztopino DPBS po kapljicah dopolnili do oznake 20 mL. 
Suspenzijo smo nato centrifugirali 5 min pri 500 × g s pospeškom in pojemkom 5. 
Supernatant smo odstranili in celice resuspendirali v 1 mL gojišča RPMI z 10 % seruma AB.  
3.2.2 Izolacija PBMC iz zgoščene levkocitne plasti periferne krvi  
Za izolacijo enojedrnih celic periferne krvi (PBMC) smo uporabili raztopino Lympholyte®-
H in celice ločili glede na specifično gostoto z gradientnim centrifugiranjem. Lympholyte®-
H je vodna raztopina na osnovi fikola, ki je umetni polimer saharoze in epiklorohidrina (54). 
Za doseg optimalne gostote 1,077 g/mL smo raztopino Lympholyte®-H pred uporabo ogreli 
na sobno temperaturo.     
 
 Slika 8: Izolacija PBMC z gradientnim centrifugiranjem 
Zaradi nižje specifične gostote se po centrifugiranju PBMC (limfociti, monociti) in trombociti 
naberejo nad plastjo raztopine Lympholyte®-H. Fikol pri sobni temperaturi povzroči agregacijo 







1. Zgoščeno trombocitno-levkocitno plast periferne krvi (~50 mL) smo iz odvzemne 
vrečke pod aseptičnimi pogoji prenesli v sterilno plastenko in razredčili s pufrsko 
raztopino DPBS do ~110 mL.  
2. V vsako izmed štirih 50-mililitrskih centrifugirk smo s serološko pipeto odpipetirali 11,5 
mL Lympholyte®-H in dodali 1 mL DPBS. Na to plast smo previdno in počasi pod kotom 
45° nanašali plast krvnega pripravka tako, da se plasti nista premešali.  
3. Centrifugirali smo 15 min pri 950 × g s pospeškom in pojemkom 1. Nato smo s 
Pasteurjevo pipeto krožno pobrali plast monocitov na vmesni površini. Celice smo zbrali 
v dve centrifugirki.  
4. Centrifugirali smo 10 min pri 600 × g s pospeškom in pojemkom 5, supernatant 
odstranili, usedlino celic resuspendirali v 8 mL DPBS ter z raztopino DPBS dopolnili do 
oznake 50 mL. 
5. Po centrifugiranju 10 min pri 300 × g s pospeškom in pojemkom 5 smo supernatant obeh 
centrifugirk zavrgli, usedlino obeh centrifugirk resuspendirali v 8 mL DPBS in s 
serološko pipeto vsebini združili v eno centrifugirko. Z raztopino DPBS smo dopolnili 
do oznake 50 mL.  
6. Centrifugiranje pri 300 × g smo ponavljali, dokler nismo dobili bistrega supernatanta 
(zbistri se po 3–4 spiranjih). Pri centrifugiranju se posedejo PBMC, trombociti, ki jih 
želimo odstraniti, pa ostanejo v supernatantu.  
Po odstranitvi supernatanta in resuspendiranju usedline celic PBMC v 10 mL DPBS smo 
celice 20-krat redčili (25 µL vzorca v 475 µL DPBS) in jih prešteli z avtomatskim števcem. 
Tako smo ovrednotili uspešnost izolacije in izračunali potreben volumen celične suspenzije 
za nadaljnje delo.  
3.2.3  Imunomagnetna izolacija CD14+ monocitov in limfocitov T 
 
Princip magnetno pogojenega celičnega ločevanja – tehnologija MACS® 
(angl. magnetic-activated cell sorting) 
Metoda temelji na imunomagnetni izolaciji s protitelesi, vezanimi na imunomagnetne 
kroglice nanometrskih velikosti (angl. MicroBeads). Pri izolaciji monocitov smo uporabili 
imunomagnetne kroglice, konjugirane s protitelesi proti CD14. Po označevanju se označena 





po principu pozitivne selekcije ločili celice, ki so na svoji površini izražale označevalec 
CD14. Prav tako smo s postopkom pozitivne selekcije izolirali celokupne CD8+ in CD4+ 
limfocite T. Izolacija naivnih CD4+ limfocitov T je potekala po principu negativne selekcije.  
Postopek 
Pri delu smo uporabljali hladen pufer in reagente, da bi preprečili nespecifično označevanje 
celic in prerazporejanje vezanih protiteles na površini celic (56). 
1. Imunomagnetno označevanje celic: za nadaljnje delo smo potrebovali 500 × 106 
izoliranih PBMC. Izračunan volumen celične suspenzije s 500 × 106 PBMC smo 
odpipetirali v 50-mililitrsko centrifugirko, dolili DPBS do oznake 20 mL in centrifugirali 
10 min pri 300 × g s pospeškom in pojemkom 5. Nato smo odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v pufrski raztopini z 0,5 % FBS. Volumen 0,5-odstotne pufrske raztopine 
smo določili glede na usedlino izoliranih PBMC (za 500 × 106 celic smo potrebovali 500 
µL 0,5-odstotne pufrske raztopine). Sledila je inkubacija celične suspenzije 20 min v 
hladilniku pri 4 °C. Nato smo dodali suspenzijo imunomagnetnih kroglic s protitelesi 
proti CD14 in mešanico v hladilniku inkubirali 15 min. Volumen suspenzije 
imunomagnetnih kroglic, ki smo ga dodali, je bil približno 10-krat manjši od volumna 
0,5-odstotne pufrske raztopine, v kateri smo resuspendirali celice. Po inkubaciji smo 
dodali hladen DPBS do oznake 20 mL in centrifugirali 10 min pri 300 × g s pospeškom 
in pojemkom 5. Odstranili smo supernatant in usedlino celic resuspendirali v 2 x 950 µL 
0,5-odstotne pufrske raztopine. 
2. Ločevanje označenih celic: delo je potekalo vzporedno na dveh kolonah, ki smo ju 
namestili na magnetno stojalo. Vsako kolono smo omočili z 2 mL 0,5-odstotne pufrske 
raztopine in nato nanesli 950 µL suspenzije celic. Po vezavi smo kolono sprali z 1 mL 
0,5-odstotne pufrske raztopine, počakali, da je tekočina prešla kolono, in nato sprali še 
2-krat s 3 mL 0,5-odstotne pufrske raztopine. Negativno frakcijo smo zbirali v čašo. 
3. Elucija označenih celic: kolono smo odstavili z magneta, dodali 4 mL 0,5-odstotne 
pufrske raztopine, na vrh kolone vstavili potisno brizgo in suspenzijo celic med 
stiskanjem zbrali v 15-mililitrsko centrifugirko. 
Suspenzijo zbranih celic smo centrifugirali 10 min pri 300 × g s pospeškom in pojemkom 5. 
Supernatant smo odpipetirali in celice resuspendirali v 1 mL DPBS. Po 20-kratni redčitvi 





3.2.4  Diferenciacija dendritičnih celic iz CD14+ monocitov 
5 × 106 izoliranih CD14+ monocitov smo nasadili v 8 mL posameznega predhodno 
pripravljenega in na 37 °C segretega gojišča RPMI + 10 % PL in brezserumskega gojišča 
CellGenix® + 1 % seruma AB. Celice smo nasadili v mikrotitrsko ploščo s 6 vdolbinami. V 
vsako vdolbino smo nato dodali še citokina GM-CSF (800 U/mL gojišča) in IL-4 (1000 
U/mL gojišča). Sledila je inkubacija celic 5–7 dni pri 37 °C in 0,5 % CO2. Drugi in četrti dan 
inkubacije smo celicam zamenjali polovico gojišča in v vsako vdolbino dodali začetno 
koncentracijo GM-CSF in IL-4.  
3.2.5  Zorenje dendritičnih celic 
Po 5–7 dneh inkubacije so nezrele DC začele izražati značilne citoplazemske izrastke in 
postale adherentne na podlago. Celice iz dveh različnih gojišč smo zbrali v dve ločeni 50-
militrski centrifugirki in vdolbine mikrotitrske plošče večkrat sprali s pufrsko raztopino 
DPBS. Celice so bile pritrjene na podlago, zato smo jih želeli s ponavljajočim se krožnim 
pipetiranjem raztopine DPBS odlepiti od dna. Uspešnost zbiranja celic smo preverili pod 
optičnim mikroskopom. Nato smo suspenzijo celic centrifugirali 5 min pri 500 × g s 
pospeškom in pojemkom 5, supernatant odstranili in usedlino celic resuspendirali v 1 mL 
DPBS ter celice prešteli (25 µL vzorca v 475 µL DPBS). Zbrane nezrele DC smo zorili na 
tri načine z dodatkom različnih kombinacij aktivatorjev zorenja, za kontrolno skupino smo 
izbrali netretirane celice brez dodanih aktivatorjev zorenja. 
Za vsako izmed skupin smo nasadili 1 × 106 nezrelih DC v 1 mL ustreznega gojišča (skupno 
8 skupin celic). Nato smo v vse vdolbine dodali GM-CSF (800 U/mL gojišča) in v ostale tri 
vdolbine dodali različne kombinacije zoritvenih dejavnikov za posamezno skupino celic: 
MPLA in IFN-γ, poli(I:C) in TNF-α in IFN-α, poli(I:C) in R848. Poskus smo izvajali v 











3.2.6 Test migracije dendritičnih celic v smeri CCL19  
Za test migracije v smeri kemotaktičnega dejavnika CCL19 smo uporabili »Transwell« 
mikrotitrsko ploščo, pri kateri smo spremljali migracijo celic prek porozne polikarbonatne 
membrane iz zgornjega v spodnji prekat na podlagi gradienta kemoartaktanta. Uporabili smo 
membrano s porami velikosti 8 µm. Pore morajo biti dovolj majhne, da preprečimo pasivni 
prehod celic in hkrati ohranimo aktivno migracijo celic. 
 
 
Slika 9: Princip kemotaktične migracije celic v dvoprekatni vdolbini 
Skupine DC, ki smo jih uporabili za test migracije: 
a) skupine DC iz gojišča RPMI + 10 % PL: netretirane DC, MPLA/IFN-γ,  
b) skupine DC iz gojišča CellGenix® + 1 % seruma AB: netretirane DC, MPLA/IFN-γ. 
Posamezne skupine DC smo najprej ločeno zbrali v štiri 15-militrske centrifugirke, jih 
centrifugirali 5 min pri 500 × g s pospeškom in pojemkom 5 ter jih resuspendirali v 1 mL 
DPBS. Po 20-kratni redčitvi smo celice prešteli in resuspendirali v potrebnem volumnu 
posameznega gojišča, da smo dobili želeno gostoto celic (400 000 celic/100 µL gojišča). V 
spodnji prekat »Transwell« plošče smo nato odpipetirali 600 µL ustreznega gojišča in dodali 
kemoatraktant CCL19 v koncentraciji 200 ng/mL gojišča. Nato smo v zgornji prekat plošče 
nanesli 400 000 celic v 100 µL ustreznega gojišča. Sledila je 4-urna inkubacija (37 °C,               
0,5 % CO2). 
Po preteku inkubacije smo prekat vzeli iz vdolbinice in ga dvakrat sprali s pufrsko raztopino 
DPBS tako, da smo odstranili tudi celice, ki so prešle membrano, vendar so na njeni površini 
še ostale. Nato smo celice iz spodnjega prekata zbrali v steklene epruvete, ki so primerne za 
merjenje na pretočnem citometru, in jih centrifugirali 5 min pri 200 × g s pospeškom in 
pojemkom 5. Supernatant smo nato zelo previdno odstranili in celice fiksirali s 500 µL 3-
odstotne raztopine PFA. Do analize na pretočnem citometru smo zaprte epruvete postavili v 






3.2.7   Test alogenske proliferacije CD4+ limfocitov T  
3.2.7.1 Priprava alogenskih kokultur dendritičnih celic in CD4+ limfocitov T  
Pri funkcijskem testu proliferacije smo določali število namnoženih celic, v našem primeru 
alogenskih limfocitov T, kot odziv na stimulacijo z DC.  
Po predhodni 24-urni inkubaciji smo DC zbrali v 15-mililitrske centrifugirke in jih 5 min 
centrifugirali pri 500 × g s pospeškom in pojemkom 5. Supernatant smo odstranili in usedlino 
resuspendirali v potrebnem volumnu gojišča RPMI z 10 % seruma AB. Zrele DC smo 
nasadili po 15 000 celic/vdolbinico, celokupne limfocite T pa po 150 000 celic/vdolbinico v 
300 µL gojišča RPMI z 10 % seruma AB.  
Za test alogenske T-celične proliferacije smo uporabili DC iz štirih skupin in dveh različnih 
gojišč: 
a) skupine DC iz gojišča RPMI + 10 % PL: netretirane DC, MPLA/IFN-γ, poli(I:C)/TNF-
α/IFN-α, poli(I:C)/R848,  
b) skupine DC iz gojišča CellGenix® + 1 % seruma AB: netretirane DC, MPLA/IFN-γ, 
poli(I:C)/TNF-α/IFN-α, poli(I:C)/R848. 
V preostale prazne vdolbinice smo dodali raztopino DPBS, s čimer smo preprečili 
izhlapevanje celičnega gojišča. Pripravljene kokulture celic smo nato inkubirali 4 dni pri 37 
°C in 0,5 % CO2. 
3.2.7.2 Dodatek timidina in scintilacijsko merjenje proliferacije 
Četrti dan po inkubaciji celic smo v vdolbinice s kokulturo DC in limfocitov T dodali 1 µCi 
s tricijem označenega timidina oziroma [3H]-timidina. Po 18 h inkubacije smo s tekočinskim 
scintilacijskim števcem izmerili količino vključenega radioaktivnega [3H]-timidina, ki se 
vgradi v novosintetizirano vijačnico DNA v fazi S celičnega cikla (57). Tekočinski 
scintilacijski števec nam je podal intenziteto sevanja oziroma vrednost cpm (angl. counts per 
minute), ki je sorazmerna količini radioaktivno označenega timidina, vgrajenega v strukturo 
DNA hčerinskih celic. 
Princip metode scintilacijskega štetja 
Radioaktivno sevanje smo izmerili s tekočinskim scintilacijskim števcem beta (angl. liquid 
beta scintillation counter), ki količinsko opredeli radioaktivnost nizkoenergijskih izotopov. 





učinkovit prenos oddane energije v svetlobo morajo tekočinske mešanice poleg aromatskega 
organskega topila vsebovati tudi scintilator, to je snov, ki pri stiku z ionizirajočim sevanjem 
oddaja svetlobo. Po vzbujanju molekul aromatskega topila z energijo, ki se sprosti pri 
radioaktivnem razpadu, se ta energija prenese na scintilator. Energija, ki jo absorbira 
scintilator, povzroči vzbujeno stanje atomov, ki se nato vrnejo v svoje osnovno stanje in pri 
tem oddajajo svetlobne pulze. Oddane svetlobne pulze zazna fotopomnoževalka, ki jih 
pretvori v električne signale (58).  
 
Slika 10: Shematski prikaz scintilacijskega štetja 
Slika povzeta po (58). 
Postopek 
1. Aparat za prenos celic na filtrirni papir smo zaprli, z gumbom nekajkrat nalili destilirano 
vodo v pladenj ter tekočino posrkali z gumboma »hot« in »cold«. Nato smo aparat odprli 
in vstavili filtrirni papir natančno med omejilnike. Na pladenj smo položili mikrotitrsko 
ploščo z vzorci in tekočino posesali s pritiskom na gumb »hot«. Tako smo celice iz 
mikrotitrske plošče prenesli na filtrirni papir. V ploščo smo nato dolili destilirano vodo, 
tekočino posesali z gumbom »hot« in na koncu še z gumbom »cold«. Postopek smo 
ponovili. Ko smo destilirano vodo nalili tretjič, smo ploščo ročno povrteli ob sesalnih 
cevkah, da se je raztopina premešala, in postopek nekajkrat ponovili. Na koncu smo oba 
gumba za sesanje dobro privili in na položaju sesanja pustili nekaj sekund. Tako smo s 
filtrirnega papirja sprali radioaktivno označen nukleotid, ki ni bil vgrajen v strukturo 
DNA. 
2. Med postopkom sesanja smo aparat odprli, gumba za sesanje odvili in filter zelo previdno 
odlepili od površine ter ga prenesli v mikrovalovno pečico za 90 s z močjo 360 W. 
Postopek sušenja smo 2-krat ponovili.  
3. Posušen filtrirni papir smo vstavili v plastično folijo in daljši rob zavarili tako, da je 





še preostali rob in tako pripravljen filtrirni papir položili v plastični okvir scintilacijskega 
števca. Podatke o sevanju smo pridobili s pomočjo računalniškega programa. 
3.2.8 Test polarizacije CD4+ limfocitov T 
3.2.8.1  Priprava alogenskih kokultur dendritičnih celic in naivnih CD4+ limfocitov T  
Pripravili smo alogensko mešano kulturo zrelih DC in naivnih limfocitov T CD4+ CD45RA+. 
V mikrotitrsko ploščo z 48 vdolbinami smo nasadili DC in limfocite T v razmerju 1 : 10 (1 
× 105 DC in 1 × 106 limfocitov T) v 1 mL gojišča RPMI z 10 % seruma AB. Kokulturo smo 
inkubirali 7 dni pri 37 °C in 0,5 % CO2.  
3.2.8.2 Aktivacija limfocitov T  
Po 7 dneh inkubacije smo iz mikrotitrske plošče zbrali limfocite T in jih 2-krat sprali s 
centrifugiranjem 5 min pri 500 × g s pospeškom in pojemkom 5. Po odstranitvi supernatanta 
in resuspendiranju celic v 500 µL pufra DPBS smo celice prešteli. Sledili so ponovno 
centrifugiranje, odstranitev supernatanta in resuspendiranje celic v ustreznem volumnu 
gojišča RPMI z 10 % seruma AB. Nato smo pripravili mešanico za aktivacijo in porast 
limfocitov T. Komplet vsebuje delce MACSiBead, konjugirane s protitelesi proti biotinu, in 
sekundarna protitelesa proti CD2, CD3 in CD28, vezana na biotin, ki predstavljajo umetne 
APC. Aktivacijo limfocitov T dosežemo z aktivacijo TCR s protitelesi proti molekuli CD3 
in kostimulacijo s protitelesi proti molekulama CD28 in CD2. Poskus smo izvedli po 
navodilih proizvajalca glede na površino vdolbinice izbrane mikrotitrske plošče. Vsebino 
viale smo najprej dobro premešali na vibracijskem mešalniku in za osem različnih vzorcev 
odpipetirali 32 µL vnaprej pripravljene mešanice (4 µL na vzorec) ter sprali v 1 mL DPBS. 
Po centrifugiranju in odstranitvi supernatanta smo pelet resuspendirali v 160 µL gojišča z 10 
% seruma AB (20 µL na vdolbinico). V vdolbinice mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami 
smo odpipetirali 160 µL celične suspenzije, dodali 20 µL protiteles in v prazne vdolbinice 
dodali pufer DPBS, da ni prišlo do izhlapevanja medija. 
3.2.8.3  Določanje citokinskega profila Th1, Th2 in Th17  
Po 48 h inkubacije smo iz vsake celične kokulture vzeli supernatante in jih 5-kratno redčili 
(20 µL supernatanta v 80 µL DPBS). Vzorce supernatantov smo nato v mikrocentrifugirkah 





Na dan analize na pretočnem citometru smo vzorce supernatantov odmrznili in izmerili 
koncentracije citokinov IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ in IL-17A, ki so značilni za 
odziv Th1, Th2 in Th17. Uporabili smo komplet reagentov na osnovi kroglic za pretočno 
citometrijo tehnologije CBA (angl. cytometric bead array). Za analizo koncentracij 
posameznih citokinov smo najprej pripravili mešanico citometričnih kroglic. Za vsak vzorec 
smo potrebovali 10 µL mešanice. Ker smo imeli skupno šestnajst različnih vzorcev, smo 
pripravili 170 µL mešanice (en dodaten vzorec zaradi izgub). V eno epruveto smo 
odpipetirali po 24,3 µL (V = celokupni volumen/št. vzorcev) posameznih citometričnih 
kroglic za sedem različnih citokinov. Nato smo po 10 µL pripravljene mešanice odpipetirali 
v šestnajst epruvet in v vsako dodali 10 µL vzorca supernatanta ter 10 µL detekcijskega 
reagenta. Inkubacija je potekala 3 h v temnem prostoru pri sobni temperaturi. V času 
inkubacije se tvorijo sendvič kompleksi med kroglicami, vzorcem in detekcijskim 
reagentom. Vsako uro smo vzorce premešali na vibracijskem mešalniku. Po inkubaciji smo 
v vsako epruveto dodali 1 mL raztopine DPBS, centrifugirali 5 min pri 200 × g s pospeškom 
in pojemkom 5 ter odstranili supernatant. Nato smo v vsako epruveto dodali 300 µL pufra 
za spiranje in vzorce do analize na pretočnem citometru postavili v hladilnik pri 4 °C. 
3.2.9   Test alogenske proliferacije CD8+ limfocitov T  
3.2.9.1  Priprava alogenskih kokultur dendritičnih celic in CD8+ limfocitov T  
Pri preizkusu smo spremljali zrele DC in njihovo sposobnost alo-stimulacije CD8+ 
limfocitov T. Po 24-urni aktivaciji smo DC zbrali v 15-mililitrske centrifugirke in jih za 5 
min centrifugirali pri 500 × g s pospeškom in pojemkom 5. Supernatant smo odstranili in 
usedlino resuspendirali v potrebnem volumnu gojišča RPMI z 10 % seruma AB.  
DC smo nasadili po 15 000 celic/vdolbinico, celokupne limfocite T pa po 150 000 
celic/vdolbinico v 300 µL gojišča RPMI z 10 % seruma AB. Tako smo imeli štiri skupine 
celic iz dveh različnih gojišč (skupno osem skupin): 
a) skupine DC iz gojišča RPMI + 10 % PL: netretirane DC, MPLA/IFN-γ, poli(I:C)/TNF-
α/IFN-α, poli(I:C)/R848,  
b) skupine DC iz gojišča CellGenix® + 1 % seruma AB: netretirane DC, MPLA/IFN-γ, 
poli(I:C)/TNF-α/IFN-α, poli(I:C)/R848. 
V preostale prazne vdolbinice smo dodali raztopino DPBS, s čimer smo preprečili 





3.2.9.2  Zbiranje supernatantov za določanje koncentracije citokina IFN-γ 
Četrti dan inkubacije DC s CD8+ limfociti T smo pred dodatkom timidina vzeli vzorce 
supernatantov iz vdolbinic posameznih kokultur celic. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali 
po 180 µL pufra DPBS in dodali 20 µL supernatanta, vzetega iz kokulture zrelih DC in 
celokupnih CD8+ limfocitov T (10-kratna redčitev). Vzorce smo do analize na pretočnem 
citometru zamrznili pri –20 °C. Na dan analize smo vzorce pripravili po postopku, ki je 
opisan v podpodpodpoglavju 3.2.8.3 Določanje citokinskega profila Th1, Th2 in Th17, pri 
čemer smo rezultate interpretirali le za citokin IFN-γ.  
3.2.9.3 Dodatek timidina in scintilacijsko merjenje proliferacije 
Četrti dan po inkubaciji celic smo v vdolbinice s celično kokulturo dodali 1 µCi [3H]- 
timidina. Po 18 h inkubacije smo izmerili količino vključenega [3H]-timidina v na novo 
sintetizirano vijačnico DNA s pomočjo tekočinskega scintilacijskega števca. 
3.2.10 Določanje znotrajceličnega izražanja grancima B 
3.2.10.1 Priprava alogenskih kokultur dendritičnih celic in CD8+ limfocitov T  
Pripravili smo alogensko mešano kulturo zrelih DC in celokupnih CD8+ limfocitov T. V 
mikrotitrsko ploščo z 48 vdolbinami smo nasadili DC in celokupne limfocite T CD8+ v 
razmerju 1 : 10 (100 000 DC in 1 × 106 limfocitov T) v 1 mL gojišča RPMI z 10 % 
človeškega seruma AB. Sledila je inkubacija 6 dni pri 37 °C in 0,5 % CO2. 
3.2.10.2 Površinsko barvanje CD8a in znotrajcelično barvanje grancima B 
Po 6 dneh inkubacije smo celice zbrali in jih centrifugirali 5 min pri 500 × g s pospeškom in 
pojemkom 5. Nato smo odstranili supernatant in dodali 1,5 µL anti-CD8a protiteles/100 µL 
celične suspenzije. Po 15 min inkubacije v temi smo celice sprali z 1 mL DPBS in jih 
ponovno centrifugirali. Odpipetirali smo supernatant in celice fiksirali s 500 µL 4-odstotne 
raztopine PFA. Inkubacija je potekala 30 min pri sobni temperaturi. Nato smo celice 
centrifugirali in odstranili supernatant. V nadaljevanju smo s celicami delali na ledu. Za 
permeabilizacijo celične membrane smo celice resuspendirali v 500 µL ledeno mrzlega 
metanola, s čimer smo omogočili prehod barvila, hkrati pa ohranili celično integriteto in 
strukturo. Po 10 min inkubacije na ledu smo celice sprali s pufrom DPBS in suspenzijo 
centrifugirali 5 min pri 500 × g s pospeškom in pojemkom 5. Po ponovnem dodatku DPBS 





proti grancimu B v volumnu 1,5 µL. Vzorce smo inkubirali v temi 45 min. Celicam smo nato 
dodali 2 mL DPBS in centrifugiranje ponovili. Sledila je analiza na pretočnem citometru. 
3.2.11 Pretočna citometrija 
 
Princip metode 
Pretočna citometrija (angl. flow cytometry ali fluorescence-activated cell sorting – FACS) 
je laserska tehnika za karakterizacijo in spremljanje morfoloških ter funkcionalnih lastnosti 
celic in njihovih komponent. Posamezna celica v celični suspenziji pri prehodu skozi laserski 
žarek odda svetlobne signale, ki so odvisni od njenih lastnosti, velikosti in zrnatosti. Poleg 
informacije o velikosti celic, ki je podana s parametrom prednjega sipanja (FSC), in zrnatosti 
celic, ki je podana s parametrom stranskega sipanja svetlobe (SSC), lahko na pretočnem 
citometru dobimo tudi podatek o vrsti in intenzivnosti fluorescenčnih signalov. Tako lahko 
s pomočjo fluorescenčnega označevanja določamo celične antigene, ki jih zaznajo 
fluorescenčni detektorji (PMT). Pretočni citometer jih ima med dva in štiri (59).  
 
 
Slika 11: Shematski prikaz zgradbe pretočnega citometra 
Slika povzeta po (60). 
 
Potek meritev na pretočnem citometru 
Pri poskusu migracije smo izmerili število celic, ki so detektor pretočnega citometra prešle 





od velikosti celic, smo nato izbrali območje, ki je po omenjenih parametrih ustrezalo 
populaciji DC. Računalniški program nam je podal število celic v izbranem območju.  
 
Slika 12: Dvoparametrski graf SSC/FSC z označenim območjem DC 
 
Koncentracije citokinov, sproščenih iz polariziranih CD4+ limfocitov T, in koncentracije 
sproščenega IFN-γ iz aktiviranih CD8+ limfocitov T smo na pretočnem citometru določili s 
pomočjo umeritvene krivulje. Barvanje grancima B je potekalo s konjugiranimi protitelesi s 
fluorokromom FITC, ki oddajajo fluorescenco zelene barve. Površinski označevalec 
pripadnosti CD8a smo barvali s protitelesi, konjugiranimi s fluorokromom PE, ki oddajajo 
fluorescenco oranžno-rumene barve. 
3.2.12 Statistična obdelava podatkov 
Izračun srednjih vrednosti in standardnih napak ter statistično primerjavo in izdelavo grafov 
smo izvedli z računalniškim programom GraphPad Prism 8. Rezultate, pridobljene pri 
merjenju proliferacije limfocitov T, smo prikazali s pomočjo škatle z brki (angl. box plot), 
ki prikazuje dva notranja kvartila, razdeljena z mediansko črto. Daljici ali brka iz škatle 
vodita do mejnih vrednosti in sta od škatle oddaljena za največ 5-kratnik njene dolžine.  
Statistično značilne razlike med rezultati, ki smo jih pridobili pri poskusih z DC, 
pridobljenimi v dveh različnih gojiščih, smo določili z neparnim dvostranskim Studentovim 
t-testom. Vrednost p < 0,05 je bila statistično pomembna. Na grafih smo vrednosti p < 0,05 
označili z *, vrednosti p < 0,01 z ** in vrednosti p < 0,001 z ***. Rezultate, med katerimi ni 





4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Vse večje število kliničnih študij na področju imunoterapije raka na osnovi DC (38) prispeva 
k povečanemu zanimanju za opredelitev optimalnih pogojev gojenja, ki bi omogočili 
pridobivanje DC z visokim imunostimulacijskim potencialom. Mednje spada tudi izbira 
celičnega gojišča. Ta lahko vpliva na morfološke, fenotipske in funkcijske lastnosti celic, ki 
so bistveni elementi za zagotavljanje kakovosti ter z njo povezane varnosti in učinkovitosti 
terapevtskega biološkega proizvoda. Eden izmed pomembnih dejavnikov je prisotnost 
seruma. Uporabi živalskega seruma za ex vivo pripravo človeških DC v terapevtske namene 
se je treba izogniti (47, 48) in jo nadomestiti s serumskimi dodatki človeškega izvora ali 
ustreznim gojiščem brez dodanega seruma. Alternativo bi lahko predstavljal tudi lizat 
trombocitov. Na področju gojenja DC je vpliv dodatka lizata alogenskih trombocitov na 
funkcijske lastnosti celic raziskan le v manjšem obsegu. V prvi in trenutno tudi edini 
objavljeni študiji o uporabi trombocitnega lizata kot dodatka mediju za gojenje DC, ki je bila 
objavljena leta 2017, ugotavljajo, da lizat trombocitov predstavlja učinkovito alternativo 
FBS in človeškemu serumu AB (41). Poskusi, ki jih je v sklopu svoje magistrske naloge 
opravila Katja Ploj, so pokazali, da dodatek 10 % lizata človeških alogenskih trombocitov 
mediju za gojenje DC omogoča uspešno diferenciacijo in nastanek zrelih DC z izraženimi 
pomembnimi kostimulacijskimi molekulami in sposobnostjo proizvodnje citokina IL-12p70 
(61), kar je predstavljalo osnovo za nadaljevanje z našim laboratorijskim delom. Pri 
raziskovanju smo se osredotočili na funkcijske lastnosti zrelih DC, ki smo jih pridobili z 
diferenciacijo iz monocitov in zorenjem v gojišču RPMI z dodatkom 10 % lizata človeških 
alogenskih trombocitov (v nadaljevanju DCPL). Za primerjavo smo izbrali zrele DC, ki smo 
jih pridobili v brezserumskem gojišču CellGenix® z dodatkom 1 % človeškega alogenskega 
seruma AB (v nadaljevanju DCSF).  
 
4.1 SPOSOBNOST DENDRITIČNIH CELIC ZA MIGRACIJO V SMERI CCL19 
Pomembna lastnost, ki jo morajo imeti DC za izdelavo protitumorskih cepiv, je zmožnost 
migracije od mesta injiciranja do bezgavk, kjer pridejo v stik z limfociti T. Z namenom 
ovrednotenja migracijske sposobnosti zrelih DC iz gojišča z dodatkom lizata trombocitov 
smo analizirali migracijo na osnovi kemotaksije prek porozne membrane iz zgornjega 





na kemotaktični dejavnik CCL19. Osredotočili smo se na porast migracijske sposobnosti 
skupine zrelih DC, ki smo jih predhodno tretirali s kombinacijo MPLA/IFN-γ, glede na 
skupino netretiranih DC, ki smo jih obdržali v nezrelem aktivacijskem stanju. Histogram na 
sliki 13 prikazuje, da so zrele DCPL izkazovale statistično značilno višjo afiniteto do CCL19 
v primerjavi z zrelimi DCSF. Povprečno absolutno število migriranih zrelih DCPL, ki jih je 
detektor pretočnega citometra zaznal v 60 s, je znašalo 23970 ± 3302. To število je bilo 
približno 4-krat večje od števila migriranih zrelih DCSF, ki je znašalo 6116 ± 2063. Razlika 




Slika 13: Visoka migracijska sposobnost zrelih DCPL v smeri CCL19  
Primerjava števila migriranih DC, predhodno gojenih v odsotnosti ali prisotnosti kombinacije 
aktivatorjev zorenja MPLA/IFN-γ. Skupine DC smo pridobili v gojišču z dodatkom 10 % lizata 
trombocitov (PL) in v brezserumskem gojišču z dodatkom 1 % seruma AB (SF). Skupina NT 
predstavlja skupino netretiranih celic. Detektor pretočnega citometra je število celic zaznal v 60 s. 
Histogram prikazuje srednjo vrednost s standardno napako. Statistično primerjavo smo opravili s 








Migracija, ki smo jo spremljali pri poskusu, je bila odvisna od stopnje izražanja receptorja 
CCR7, ki se sproži z zorenjem. Kemokin CCL19, ki je naravno prisoten v bezgavkah, 
kemotaktično privlači zrele DC na osnovi izražanja receptorja CCR7, izražajo pa ga tudi 
naivni in centralni spominski limfociti T (62). Izražanje tega receptorja torej predstavlja 
pomemben predpogoj za stik zrelih DC z limfociti T, kar omogoči njihovo aktivacijo in 
začetek antigensko specifičnega pridobljenega imunskega odziva. Rezultati predhodno 
objavljene študije so pokazali, da so imele zrele DC, ki so jih vzgojili v prisotnosti 10 % 
lizata trombocitov, visoko raven izražanja površinskih molekul CCR7 (41). Glede na 
dobljene rezultate smo pričakovali, da se bo posledično povečala tudi odzivnost skupine 
zrelih DC na kemotaktični dejavnik CCL19. Opažanja smo potrdili s poskusom migracije in 
dokazali, da so zrele DC, ki smo jih pridobili v prisotnosti 10 % lizata trombocitov, 
izkazovale visoko stopnjo odzivnosti na CCL19 v primerjavi z zrelimi DC iz 
brezserumskega gojišča z dodatkom 1 % seruma AB.  
V študiji iz leta 2014 so Kolanowski in sodelavci ugotovili, da so zrele DC iz 
brezserumskega gojišča v prisotnosti 2 % človeškega seruma AB izkazovale nizko 
sposobnost za kemotaktično migracijo v smeri kemokina CCL21 (63), ki je prav tako ligand 
za receptor CCR7. Nizka sposobnost za migracijo pri skupini zrelih DC iz brezserumskega 
gojišča z dodatkom 1 % seruma AB se je pokazala tudi pri našem poskusu. Na znižano 
migracijsko sposobnost bi lahko morebiti vplivala povišana avtokrina proizvodnja CCL19 
pri zrelih DC, o kateri poročajo Hansen in sodelavci (64). Ker izločanja CCL19 pri skupinah 
DC nismo analizirali, je za potrditev treba izvesti dodatne poskuse, saj bi lahko na 
migracijsko sposobnost DC vplivalo še veliko drugih dejavnikov, med drugim razlike v 
aktivnosti receptorja CCR7 in posledični sposobnosti signalizacije prek receptorja, kot tudi 
dodatni možni mehanizmi, ki so vpleteni v migracijski proces. Da migracijska sposobnost 
DC ni odvisna le od izražanja CCR7, so s poskusi ugotovili Luft in sodelavci. Kljub temu, 
da so pri skupinah različno gojenih zrelih DC zaznali povišano izražanje CCR7, so imele 
DC, ki so jih zorili v prisotnosti PGE2, precej boljšo migracijsko sposobnost. Predvidevajo, 
da PGE2 dopolnjuje delovanje drugih aktivatorjev zorenja ter olajša potek signalizacije in s 
tem izboljša migracijsko funkcijo (65).  
Izsledki o koristnosti dodajanja seruma celičnemu gojišču se med posameznimi študijami 
razlikujejo. Dodatek človeškega seruma AB se je v nekaterih objavljenih študijah izkazal kot 





na imunostimulativne funkcijske lastnosti DC (63). Razlike med rezultati omenjenih študij 
bi lahko pojasnili s tem, da so raziskovalci uporabili različne načine zorenja DC pri različnih 
pogojih gojenja (izbira celičnega gojitvenega medija, prisotnost seruma), zaradi česar težko 
neposredno primerjamo izsledke posameznih študij.  
Kljub določenim zadržkom pri uporabi človeškega seruma smo se odločili za dodatek 
minimalnega 1-odstotnega deleža alogenskega seruma AB celičnemu gojišču z namenom, 
da bi zagotovili optimalne pogoje gojenja. Prisotnost protiteles in ostalih proteinov v 
človeškem serumu lahko vpliva na privzem in predelavo antigenov ter vrsto odziva Th1 ali 
Th2 (68). Omejitev se pojavi tudi pri uporabi avtolognega seruma bolnikov z rakom, ki lahko 
zaradi vsebnosti različnih imunosupresivnih molekul negativno vpliva na funkcijske 
lastnosti gojenih DC. Da Silva in sodelavci poročajo, da so DC, ki so jih vzgojili v prisotnosti 
avtolognega seruma pacientov z akutno mieloično levkemijo, izločale občutno višje 
koncentracije inhibitornega citokina IL-10 in manj IL-12p70, imele pa so tudi znižano 
sposobnost za aktivacijo limfocitov T (69). Za pripravo gojišča z lizatom alogenskih 
trombocitov smo uporabili dodatek 10-odstotnega deleža, saj je dodatek 5-odstotnega deleža 
povezan z nižjim izkoristkom in sposobnostjo preživetja celic (41). 
Za izvedbo poskusa migracije smo za zorenje DC, ki smo jih diferencirali iz CD14+ 
monocitov, uporabili MPLA (sintetični agonist TLR4) in vnetni citokin IFN-γ, za katera se 
je izkazalo, da v kombinaciji delujeta sinergistično (70). MPLA je derivat LPS, ki ima 
odsotno eno fosfatno skupino, vezano na lipid A, in se pogosto uporablja kot adjuvant v 
formulacijah za proizvodnjo cepiv. V nasprotju s stimulacijo DC z LPS potekajo 
signalizacijske poti prek adaptorskih proteinov MyD88 in TRIF pri stimulaciji z MPLA 
neodvisno od kofaktorjev CD14 in LPS-vezavnega proteina, ki je prisoten v serumu. Te 
ugotovitve kažejo, da je MPLA primeren kot dodatek za zorenje DC, ki jih gojimo v 
brezserumskem mediju in so namenjene klinični aplikaciji (71), kar je predstavljalo dodaten 
razlog za njegovo izbiro.  
V nadaljevanju smo na podlagi pregleda znanstvenih člankov za zorenje DC poleg 
MPLA/IFN-γ uporabili dve dodatni kombinaciji agonistov TLR in vnetnih citokinov: 
poli(I:C)/TNF-α/IFN-α ter poli(I:C)/R848. Dokazali so, da poli(I:C), ki deluje kot agonist na 
TLR3, in R848, ki deluje kot agonist na TLR 7/8, v kombinaciji učinkoviteje okrepita 





odziva Th1 (72). V predhodnih študijah je pogosto uporabljena kombinacija vnetnih 
citokinov s PGE2, ki pa smo se ji želeli izogniti, saj se je izkazalo, da slabo vpliva 
na dolgoročno delovanje DC (44). Mailliard in sodelavci so opredelili α-polarizirane DC tipa 
1, ki so jih pridobili z uporabo kombinacije aktivatorjev zorenja poli(I:C)/TNF-α/IFNα/IL-
1β/IFN-γ. Tako vzgojene DC so v visokih koncentracijah izločale IL-12p70 in izkazovale 
dobro migracijsko sposobnost, učinkovito pa so inducirale tudi citotoksični odziv CD8+ 
limfocitov T (73). Izbrano kombinacijo poli(I:C)/TNF-α/IFN-α, ki za zorenje DC ni prav 
pogosta, so predhodno preverili v klinični študiji. Objavljeni so podatki o izboljšanju 
celokupnega preživetja bolnikov z možganskim tumorjem, glioblastomom, za 120 % (iz 12,3 
meseca pri kontrolni skupini na 27 mesecev pri skupini, ki je prejemala kombinirano terapijo 






4.2 SPOSOBNOST DENDRITIČNIH CELIC ZA ALO-STIMULACIJO CD4+ 
LIMFOCITOV T 
Da bi dobili širši vpogled v funkcijske lastnosti zrelih DC, ki smo jih pridobili v gojišču z 
dodatkom 10 % lizata trombocitov, smo analizirali njihovo sposobnost za stimulacijo 
proliferacije alogenskih CD4+ limfocitov T. Po 5–7 dneh diferenciacije in 24-urnem zorenju 
smo posamezne skupine DC zbrali in pripravili kokulture z alogenskimi CD4+ limfociti T. 
Rezultati, ki so prikazani na spodnjem grafu na sliki 14, so izraženi kot svetlobni pulzi na 
minuto (cpm) in predstavljajo količino vgrajenega [3H]-timidina v novonastalo DNA, ki je 
sorazmerna stopnji proliferacije CD4+ limfocitov T, izmerjeni po aktivaciji z DC. 
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Slika 14: Primerjava sposobnosti DC za alo-stimulacijo CD4+ limfocitov T 
Proliferacija CD4+ limfocitov T po 5 dneh kokulture s skupinami DC, ki smo jih tretirali na tri 
različne načine. Skupina NT predstavlja skupino netretiranih celic. DC smo pridobili v gojišču z 
dodatkom 10 % lizata trombocitov (PL) in v brezserumskem gojišču z dodatkom 1 % seruma AB 
(SF). Statistično primerjavo smo opravili s Studentovim t-testom. Prikazani so podatki treh 





Alo-stimulacijsko sposobnost DC smo proučevali v sistemu mešane limfocitne reakcije, ki 
predstavlja standardni in vitro test za oceno stimulacijske sposobnosti DC in 
proliferacijskega odziva limfocitov T. Limfociti T s pomočjo svojih receptorjev prepoznajo 
tuje alogenske molekule HLA ali antigenske peptide, ki so predstavljeni v kompleksu HLA 
(27). Za močan odziv limfocitov T potrebujemo le majhno število DC. Mešano limfocitno 
reakcijo navadno pripravimo iz enakega razmerja aktivacijskih in odzivnih celic, vendar je 
v primeru reakcije z DC dovolj le ena celica za aktivacijo 100–3 000 limfocitov T (2). Za 
izvedbo poskusa smo tako pripravili alogenske kokulture skupin DC in CD4+ limfocitov T 
v razmerju 1 : 10. Med posameznimi ponovitvami merjenja proliferacije smo opazili večjo 
variabilnost meritev. Odstopanja so se lahko pojavila zaradi visoke stopnje polimorfizma 
molekul HLA na površini celic, saj smo za vsak poskus uporabili celice različnih darovalcev. 
Iz grafa na sliki 14 je razvidno, da so DCPL, ki smo jih ob zorenju tretirali s kombinacijo 
poli(I:C)/TNF-α/IFN-α, izkazovale primerljiv alo-stimulacijski potencial s skupino DCSF. 
Skupina DCPL, ki smo jih tretirali s kombinacijo aktivatorjev zorenja MPLA/IFN-γ, je 
izkazovala statistično značilno nižjo sposobnost za alo-stimulacijo CD4+ limfocitov T v 
primerjavi s skupino DCSF. Prav tako se je statistično značilno nižja sposobnost za alo-
stimulacijo CD4+ limfocitov T pokazala pri skupini zrelih DCPL, ki smo jih tretirali s 
kombinacijo aktivatorjev zorenja poli(I:C)/R848. Razlika v alo-stimulacijski sposobnosti 
med skupinama netretitanih DCPL in DCSF ni bila statistično značilna. Najvišjo raven 
proliferacije limfocitov T in s tem alo-stimulacijsko sposobnost DC iz obeh celičnih gojišč 
smo zaznali pri uporabi kombinacije aktivatorjev zorenja poli(I:C)/TNF-α/IFN-α. 
S poskusom nam je uspelo dokazati, da je dodatek 10 % trombocitnega lizata v primeru 
uporabe poli(I:C)/TNF-α/IFN-α omogočil nastanek zrelih DC, ki so imele primerljivo alo-
stimulacijsko sposobnost z DC iz brezserumskega gojišča. Z in vitro in in vivo poskusi so 
ugotovili, da prisotnost tumorsko specifičnih CD4+ limfocitov T v mikrookolju tumorja 
spodbudi aktivacijo in citolitično aktivnost tumorsko specifičnih CD8+ limfocitov T. 
Povišana koncentracija IFN-γ, ki ga izločajo CD4+ celice T pomagalke, naj bi spodbujala 
izločanje kemotaktičnih dejavnikov in s tem privabljala CD8+ citotoksične limfocite T na 
področje tumorja (75). Hkrati CD4+ limfociti T omogočijo aktivacijo DC za nadaljnjo 
stimulacijo CD8+ limfocitov T prek interakcije CD40 s CD40L ali pa se neposredno vežejo 
na molekulo CD40, izraženo na CD8+ limfocitih T (22), zato je sposobnost DC za 





4.3 POLARIZACIJA NAIVNIH CD4+ LIMFOCITOV T  
V nadaljevanju smo želeli preveriti sposobnost DC iz gojišča z dodatkom lizata trombocitov, 
da usmerjajo polarizacijo CD4+ limfocitov T proti odzivu Th1, ki je najugodnejši za 
protitumorski imunski odziv. Z določanjem proliferativnega odziva limfocitov T namreč ne 
moremo napovedati smeri T-celičnega odziva, ki ima pomembno vlogo pri terapevtski 
učinkovitosti cepiv. Iz spodnjega grafa je razvidno, da so vse preiskovane skupine DC iz 
obeh celičnih gojišč inducirale polarizacijo naivnih CD4+ limfocitov T v smer izločanja 
povečanih količin IFN-γ, kar je poglavitna značilnost celic vrste Th1 (slika 15).  
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Slika 15: Polarizirani CD4+ limfociti T, aktivirani z DC, izločajo največ IFN-γ  
Primerjava koncentracijskih vrednosti posameznih citokinov, izmerjenih 48 h po aktivaciji TCR 
CD4+ limfocitov T, ki so bili predhodno 7 dni gojeni v kokulturi s tretiranimi DC in kontrolno skupino 
netretiranih celic NT. DC smo pridobili v gojišču z dodatkom 10 % lizata trombocitov (PL) in v 
brezserumskem gojišču z dodatkom 1 % seruma AB (SF). Histogram prikazuje srednje vrednosti s 





Histogrami na sliki 16 prikazujejo primerjavo srednjih koncentracijskih vrednosti 
posameznih citokinov, sproščenih iz polariziranih CD4+ limfocitov T po aktivaciji z DC.  
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Slika 16: Citokinski profil Th1, Th2 in Th17  
Primerjava koncentracijskih vrednosti posameznih citokinov, izmerjenih 48 h po aktivaciji TCR 
CD4+ limfocitov T, ki so bili predhodno 7 dni gojeni v kokulturi s tretiranimi DC in kontrolno skupino 
netretiranih celic NT. DC smo pridobili v gojišču z dodatkom 10 % lizata trombocitov (PL) in v 
brezserumskem gojišču z dodatkom 1 % seruma AB (SF). Studentov t-test, ns – razlika ni statistično 
značilna, * p < 0,05. Histogram prikazuje srednje vrednosti s standardno napako. Podatke smo 





Poleg aktivacije z različnimi skupinami DC smo TCR na CD4+ limfocitih T dodatno 
aktivirali s protitelesi proti površinskim molekulam CD2, CD3 in CD28, predvsem zato, da 
smo imeli priložnost sprati vse pred tem izražene citokine, ki bi lahko v kokulturi DC in 
limfocitov T pripadali samim DC. Nadalje smo v monokulturi želeli zagotoviti 
reprezentativno izločanje citokinov, ki nam je omogočilo, da se je vzorec sproščanja 
citokinov iz polariziranih CD4+ limfocitov T polnejše izrazil. Rezultati kažejo, da so tako 
skupine DCPL kot tudi DCSF izzvale polarizacijo naivnih CD4
+ CD45RA+ limfocitov T v 
efektorske celice, ki so v večini primerov izločale primerljive količine analiziranih citokinov.  
Srednje koncentracijske vrednosti citokina IFN-γ so se gibale v območju od 7300 ± 1010 
ρg/mL (za skupino netretiranih DCPL) do 14767 ± 1745 ρg/mL (za skupino DCSF, ki smo jih 
zorili v prisotnosti aktivatorjev poli(I:C)/TNF-α/IFN-α). Skupini DCPL, ki smo jih zorili v 
prisotnosti MPLA/IFN-γ in poli(I:C)/R848, sta usmerjali polarizacijo CD4+ limfocitov T v 
efektorske Th1, ki so izločale primerljive količine IFN-γ s skupinama zrelih DCSF. V primeru 
uporabe kombinacije aktivatorjev zorenja poli(I:C)/TNF-α/IFN-α so DCPL aktivirale CD4
+ 
limfocite T, ki so izločali statistično značilno manjše količine IFN-γ v primerjavi z zrelimi 
DCSF (Studentov t-test, p = 0,0125). Poleg IFN-γ, ki je osrednji citokin Th1, je zanje značilno 
tudi izločanje citokinov IL-2 in TNF-α (76). Oba smo izmerili v razmeroma nizkih 
koncentracijah, nekoliko povišana je bila koncentracija TNF-α. Srednje koncentracijske 
vrednosti TNF-α so se gibale v območju od 326 ± 117 ρg/mL do 835 ± 286 ρg/mL.  
Med skupinami DC, ki smo jih gojili v dveh različnih medijih, ni prišlo do statistično 
značilnih razlik v sproščanju citokinov celičnih vrst Th2 in Th17 (IL-4, IL-6, IL-10 in IL-
17A). Kljub temu smo opazili nekatera večja odstopanja pri koncentracijskih vrednostih 
citokinov IL-4 in IL-6 pri skupinah DC, ki smo jih gojili v prisotnosti aktivatorjev zorenja 
poli(I:C)/R848. Razlike med njimi smo s statističnim t-testom zaradi visoke variabilnosti in 
nizkega števila bioloških ponovitev zaznali kot statistično neznačilne.  
Z določanjem IFN-γ smo ugotovili, da je prisotnost 10 % lizata trombocitov omogočila 
nastanek zrelih DC, ki so izzvale polarizacijski odziv Th1, kar pomeni, da lahko posredno 
spodbudijo citotoksični odziv CD8+ limfocitov T. Vseeno je bilo izločanje IFN-γ pri skupini 
DCPL, splošno gledano, malo nižje kot pri skupini DCSF. Sposobnost indukcije polarizacije 
Th1 se je pri DCPL najbolj izrazila pri uporabi aktivatorjev MPLA/IFN-γ, medtem ko sta bili 





Th17 so bile v primerjavi z IFN-γ znatno nižje, kar je bilo tudi zaželeno in skladno s 
pričakovanji. Izbrali smo namreč kombinacije vnetnih citokinov in agonistov TLR, za katere 
je znano, da inducirajo sposobnost DC za usmerjanje polarizacije naivnih CD4+ limfocitov 
T proti Th1. Kapsenberg navaja delitev tkivnih dejavnikov in PAMP na tipa 1 in 2 ter 
regulatorni tip, odvisno od tega, kateri odziv efektorskih limfocitov T sprožijo DC po 
stimulaciji. Če se ravnamo po tej delitvi, lahko IFN-γ in IFN-α ter agoniste receptorjev 
TLR3, TLR4 in TLR7/8 uvrstimo med dejavnike tipa 1 (77). S proučevanjem mikrobnih 
komponent, ki vplivajo na sposobnost DC za spodbujanje polarizacije Th1 ali Th2, so 
ugotovili, da lahko DC prek aktivacije s poli(I:C) usmerjajo polarizacijo proti Th1 tudi brez 
izločanja IL-12p70 (78). Poleg citokinov, ki jih proizvajajo DC, lahko na nastanek celic vrste 
Th1 vpliva izražanje membranske adhezijske molekule ICAM-1, ki se veže na molekulo 
integrina LFA-1 na limfocitih T (79).  
Izven pričakovanj so bile visoke koncentracijske vrednosti IFN-γ, izmerjene pri skupini 
netretiranih DCSF. Povišane vrednosti bi lahko pripisali dejstvu, da smo celice vzeli iz 
njihovega naravnega okolja. Zaradi precejšnje občutljivosti celic nanje vplivajo že zelo 
majhne spremembe, ki se lahko odrazijo v lastnostih, ki jih s samo fenotipizacijo ne moremo 
zaznati. Pri predhodnih laboratorijskih poskusih je analiza izražanja kostimulacijskih 
molekul na površini DC pokazala, da vrednosti pri skupini netretiranih DCSF niso bile 
občutneje povišane (61). Ker smo izvedli le dve ponovitvi, bi bilo v nadaljevanju 
priporočljivo izvesti dodatne poskuse, ki bi podkrepili ali ovrgli naša opažanja. Med 
ponovitvami je poleg tega prišlo do večjega odklona meritev pri skupini netretiranih DCSF 





4.4 SPOSOBNOST DENDRITIČNIH CELIC ZA ALO-STIMULACIJO CD8+ 
LIMFOCITOV T 
Poleg poskusov s CD4+ limfociti T nas je zanimalo, v kakšnem obsegu so DC sposobne 
povzročiti proliferacijo CD8+ limfocitov T in kakšen je njihov citotoksični odziv. Iz grafa na 
sliki 17 je razvidno, da so imele vse skupine DCPL nižjo sposobnost za alo-stimulacijo CD8
+ 
limfocitov T. Na to kaže nižja raven proliferacije CD8+ limfocitov T, ki smo jih aktivirali z 
različnimi skupinami DCPL, v primerjavi z aktivacijo z DCSF. Največjo statistično značilno 
razliko v alo-stimulacijski sposobnosti smo opazili med skupinama netretiranih DC 
(Studentov t-test, p < 0,0001).  
 
Proliferacija CD8+ limfocitov T 
 
Slika 17: DCPL izkazujejo nižjo sposobnost za alo-stimulacijo CD8+ limfocitov T 
Proliferacija CD8+ limfocitov T po 5 dneh kokulture s skupinami DC, tretiranimi na tri različne 
načine. Skupina NT predstavlja skupino netretiranih celic. DC smo pridobili v gojišču z dodatkom 
10 % lizata trombocitov (PL) in v brezserumskem gojišču z dodatkom 1 % seruma AB (SF). Rezultati 
so izraženi kot svetlobni pulzi na minuto (cpm) in predstavljajo količino vgrajenega [3H]-timidina v 
strukturo DNA hčerinskih celic po 18 h inkubacije. Statistično primerjavo smo opravili s Studentovim 





Rezultati na sliki 17 prikazujejo, da so DCPL, tretirane s kombinacijo aktivatorjev zorenja 
MPLA/IFN-γ, izkazovale znižano sposobnost alo-stimulacije CD8+ limfocitov T v 
primerjavi s skupino DCSF. Prav tako so znižan alo-stimulacijski potencial izkazovale tudi 
DCPL, ki smo jih tretirali s kombinacijama aktivatorjev zorenja poli(I:C)/TNF-α/IFN-α in 
poli(I:C)/R848, v primerjavi s skupino DCSF. Rezultati alo-stimulacije CD8
+ limfocitov T 
torej jasno kažejo, da so vse skupine DC, ki smo jih pridobili v prisotnosti dodatka 10 % 
lizata trombocitov, slabše stimulirale proliferacijo alogenskih CD8+ limfocitov T glede na 
DC iz brezserumskega gojišča z dodatkom 1 % seruma AB. Najvišjo raven proliferacije 
CD8+ limfocitov T in s tem alo-stimulacijsko sposobnost DC iz obeh gojišč smo zaznali pri 
uporabi kombinacije aktivatorjev zorenja poli(I:C)/TNF-α/IFN-α, vendar kljub temu še ne 
moremo trditi, da bi bila omenjena kombinacija za zorenje učinkovitejša od ostalih dveh, saj 
med njimi za posamezno gojišče ni bilo statistično značilnih razlik (Studentov t-test, p > 
0,05). 
Opazili smo nepričakovano visoko sposobnost proliferacije CD8+ limfocitov T, gojenih v 
kokulturi z netretiranimi DCSF, ki smo jih ohranili v nezrelem stanju. Do podobnega 
opažanja smo prišli tudi pri merjenju koncentracijskih vrednosti citokina IFN-γ, ki se je 
sprostil iz polariziranih CD4+ limfocitov T, aktiviranih s skupino netretiranih DCSF. 
Izmerjene vrednosti so bile glede na netretirane DCPL precej visoke (slika 16). Ena izmed 
možnih razlag je, da so DCSF izkazovale manjšo nezrelost aktivacijskega stanja v primerjavi 
z DCPL. Čeprav smo po prvih 5–7 dneh diferenciacije iz CD14
+ monocitov pridobili nezrele 
DC, lahko te izkazujejo določene elemente zrelosti, ki se izrazijo v funkcijskih sposobnostih 
celic, ki so intenzivnejše od nezrelih oziroma mirujočih DC, naravno prisotnih v človeškem 
organizmu. Celice so namreč od odvzema krvi naprej izpostavljene določenemu stresu, ki je 
definiran s samim izolacijskim postopkom (centrifugiranje, mehanski dražljaji) in dejstvom, 
da smo jih vzeli iz njihovega naravnega okolja. Kot so pokazali že rezultati predhodnih 
poskusov, so DC zelo občutljive na mikrookolje, v katerem se nahajajo, zato posledično 
nanje vplivajo že tako majhne spremembe, kot je sestava celičnega gojitvenega medija. 
Vpliv mikrookolja se je na nezrelem nivoju izrazil v tem, da so imele DCSF višjo sposobnost 
alo-stimulacije CD8+ limfocitov T. Možno je tudi, da so bile nezrele DCSF občutljivejše na 
aktivacijo kot DCPL, česar ni moč zaznati s predhodno imunofenotipsko analizo. To pomeni, 
da so jih lahko CD8+ limfociti T v kokulturi prej aktivirali prek izražanja CD40L. Posledično 





4.5 DOLOČANJE CITOKINA IFN-γ PRI CD8+ LIMFOCITIH T 
V drugem delu poskusa alo-stimulacije CD8+ limfocitov T smo želeli preveriti citotoksični 
odziv CD8+ limfocitov T, ki se odraža v sposobnosti za proizvodnjo citokina IFN-γ.  
Koncentracijske vrednosti IFN-γ smo izmerili v vzorcih supernatantov iz kokultur DC s 
CD8+ limfociti T, ki smo jih pripravili za merjenje proliferativne sposobnosti. Srednje 
koncentracijske vrednosti sproščenega IFN-γ iz aktiviranih CD8+ limfocitov T so prikazane 
na histogramu na sliki 18. Pri vseh skupinah CD8+ limfocitov T, ki smo jih aktivirali z DCPL, 
smo opazili nižjo sposobnost proizvodnje IFN-γ v primerjavi s skupinami CD8+ limfocitov 
T, ki smo jih aktivirali z DCSF. Koncentracija IFN-γ se ni statistično značilno spremenila pri 
nobeni od preiskovanih skupin DCPL glede na kontrolno skupino netretiranih celic 




Slika 18: Znižano izločanje IFN-γ iz CD8+ limfocitov T, aktiviranih z zrelimi DCPL 
Primerjava koncentracijskih vrednosti IFN-γ, izmerjenih po 4 dneh inkubacije v supernatantih 
alogenske kokulture CD8+ limfocitov T s skupinami zrelih DC, ki smo jih tretirali na tri različne 
načine v gojišču z dodatkom 10 % lizata trombocitov (PL) in v brezserumskem gojišču z dodatkom 1 
% seruma AB (SF). Histogram prikazuje srednjo vrednost s standardno napako. Statistično analizo 





Naivni CD8+ limfociti T ob aktivaciji z DC polarizirajo v dve različni podskupini celic. 
Izločanje citokinov IL-4 in IL-10 je značilno za CD8+ limfocite T tipa 2, ki imajo lahko 
šibkeje izraženo ali odsotno citotoksično delovanje. Nasprotno, CD8+ limfociti T tipa 1 
proizvajajo IFN-γ in IL-2 ter delujejo citotoksično (76). Rezultati eksperimentov so pokazali, 
da uporaba različnih kombinacij aktivatorjev zorenja ni bistveno povečala sposobnosti zrelih 
DCPL za aktivacijo citotoksičnih CD8
+ limfocitov T, za katere je značilna proizvodnja IFN-
γ. Za primerjavo so zrele DCSF v vseh primerih učinkovito aktivirale CD8
+ limfocite T, ki 
so se odzvali s povišano proizvodnjo IFN-γ.  
Če se navežemo na rezultate predhodnega poskusa alo-stimulacije CD8+ limfocitov T, je 
poskus določanja IFN-γ prav tako pokazal znižan odziv limfocitov T na aktivacijo z DC iz 
gojišča z dodatkom 10 % lizata trombocitov. Enega izmed možnih vzrokov za znižano 
izločanje IFN-γ bi lahko predstavljala nizka raven citokina IL-12p70, ki so ga ob aktivaciji 
limfocitov T izločale DC. Pri preliminarnih poskusih, katerih rezultati v tem delu niso 
prikazani, smo imeli težave pri dokazovanju IL-12p70 po restimulaciji DC s CD40L. S 
pomočjo tega modela smo želeli ugotoviti, kakšen bo ob vrnitvi v človeški organizem odziv 
DC na stik s CD40L, ki je izražen na površini limfocitov T. Znižana raven izločanja IL-
12p70 bi lahko v našem primeru poskusa vodila v znižano izločanje IFN-γ po aktivaciji 
CD8+ limfocitov T. Predpostavljamo, da bi lahko na izmerjene nizke koncentracije IFN-γ 
vplivala tudi prisotnost drugih citokinov. V primeru povečanega izločanja citokina IL-10 bi 
lahko prišlo do znižane aktivacije CD8+ limfocitov T, kar bi posledično vodilo do znižane 
proizvodnje IFN-γ. Za potrditev navedenih domnev bi bilo treba izvesti dodatne poskuse, s 
pomočjo katerih bi podrobneje raziskali celične in molekularne mehanizme. Tako bi lahko 
bolje razumeli vpliv prisotnosti lizata trombocitov in z večjo gotovostjo sklepali o možnih 
mehanizmih, ki stojijo za inhibitornim vplivom lizata trombocitov na funkcijsko stanje DC. 
S statistično analizo smo ugotovili, da med skupinama zrelih DC, ki smo jih predhodno gojili 
v prisotnosti MPLA/IFN-γ, ni prišlo do statistično značilnih razlik. Kljub temu je bila iz 
histograma razvidna večja razlika v izločanju IFN-γ iz CD8+ limfocitov T. Statistično 
značilne razlike v tem primeru nismo uspeli dokazati, saj je bila moč Studentovega t-testa 
zaradi nizkega števila ponovitev majhna. Ker je bila variabilnost rezultatov pri poskusih s 
kokulturami DC in CD8+ limfocitov T iz gojišča z dodatkom 10 % lizata trombocitov nizka, 
lahko kljub majhnemu številu bioloških ponovitev napovemo, da bi se trend izločanja IFN-
γ nadaljeval tudi pri nadaljnjih poskusih, izvedenih pod enakimi pogoji.   
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4.6 DOLOČANJE ZNOTRAJCELIČNEGA IZRAŽANJA GRANCIMA B 
Predhodni poskusi naše raziskave so pokazali znižan odziv CD8+ limfocitov T na aktivacijo 
z DC, ki smo jih vzgojili v prisotnosti 10 % lizata trombocitov v primerjavi z DC iz 
referenčnega gojišča. Da bi dodatno potrdili naša opažanja, smo v zadnjem delu magistrske 
naloge preverili sposobnost znotrajcelične proizvodnje grancima B v CD8+ limfocitih T, ki 
smo jih aktivirali z različnimi skupinami DC. Pripravili smo alogenske kokulture DC in 
CD8+ limfocitov T v razmerju 1 : 10 ter po 5 dneh inkubacije s pretočnim citometrom 
analizirali znotrajcelično izražanje grancima B v CD8+ limfocitih T.  
 
                   
 
Slika 19: Primerjava znotrajceličnega izražanja grancima B v CD8+ celicah 
Na citogramih so prikazane celice glede na izražanje molekule CD8 (abscisna os FITC-A) in 
grancima B (ordinatna os PE-A). V kvadrantu Q2 so prikazane dvojno pozitivne celice, ki so izražale 
CD8 in grancim B. Številke v kotu predstavljajo delež celic v posameznem kvadrantu. Prikazani so 
reprezentativni rezultati enega poskusa treh neodvisnih ponovitev.
49 
 
Iz primerjave skupin MPLA/IFN-γ iz obeh celičnih gojišč lahko vidimo, da je bil delež CD8+ 
limfocitov T, ki so izražali grancim B, v primeru aktivacije s skupino DCPL 31,1 %, kar je 
bilo okoli 2,6-krat manj kot pri skupini DCSF (82,4 %). Prav tako smo med skupinama 
poli(I:C)/TNF-α/IFN-α v primeru aktivacije s skupino DCPL zaznali okoli 4,2-krat nižji delež 
CD8+ limfocitov T, ki so izražali grancim B (22,9 %), v primerjavi z aktivacijo s skupino 
DCSF (95,2 %). Med skupinama poli(I:C)/R848 iz proučevanih gojišč je znašal delež za 
grancim B pozitivnih CD8+ limfocitiov T v primeru aktivacije s skupino DCPL 58 %, kar je 
bilo okoli 1,6-krat manj kot pri aktivaciji s skupino DCSF (94,9 %).
 Izražanje grancima B se 
je povečalo pri vseh skupinah CD8+ limfocitov T, ki smo jih aktivirali z zrelimi DC, glede 
na netretirane DC, kar smo tudi pričakovali.  
Oslabljena citotoksična funkcija CD8+ limfocitov T, ki smo jih aktivirali z DCPL, se je pri 
tem poskusu odrazila v znižanem deležu znotrajceličnega izražanja grancima B. To pomeni, 
da so zrele DCPL izkazovale znižano sposobnost za aktivacijo citotoksičnih CD8
+ limfocitov 
T glede na zrele DCSF. Za zorenje DCPL je bila najugodnejša kombinacija aktivatorjev 
zorenja poli(I:C)/R848, vendar je bil kljub temu citotoksični odziv CD8+ limfocitov T precej 
šibkejši kot pri DCSF. Ti rezultati so dodatno potrdili opažanja pri poskusih alo-stimulacije 
CD8+ limfocitov T in določanja IFN-γ, ki kažejo na inhibitoren vpliv prisotnosti dodatka 10 
% lizata trombocitov na sposobnost DC za aktivacijo CD8+ limfocitov T v primerjavi z DC 












Na osnovi primerjave rezultatov poskusov z DC iz gojišča z 10 % lizata trombocitov in 
brezserumskega gojišča CellGenix® z 1 % človeškega seruma AB lahko povzamemo 
naslednje:  
 dodatek 10 % lizata alogenskih trombocitov celičnemu gojišču je omogočil 
diferenciacijo iz CD14+ monocitov in ob dodatku kombinacije aktivatorjev zorenja 
MPLA/IFN-γ nastanek zrelih DC z visoko sposobnostjo kemotaktične migracije v smeri 
CCL19; 
 zrele DC, ki smo jih pridobili v gojišču v prisotnosti 10 % lizata trombocitov, so bile 
sposobne stimulirati proliferacijo alogenskih CD4+ limfocitov T in inducirati polarizacijo 
naivnih CD4+ limfocitov T v smeri Th1, kar nakazujejo visoke izmerjene koncentracijske 
vrednosti IFN-γ. Sposobnost indukcije polarizacije tipa 1 se je najbolj izrazila pri uporabi 
aktivatorjev zorenja MPLA/IFN-γ, medtem ko sta bili ostali dve kombinaciji 
poli(I:C)/TNF-α/IFN-α in poli(I:C)/R848 manj učinkoviti; 
 skupine zrelih DC, ki smo jih gojili v prisotnosti MPLA/IFN-γ, poli(I:C)/TNF-α/IFN-α 
in poli(I:C)/R848 v gojišču z dodatkom 10 % lizata trombocitov, so imele glede na 
skupine DC iz brezserumskega gojišča zmanjšano sposobnost za stimulacijo alogenskih 
CD8+ limfocitov T. Zaznali smo znižano izločanje IFN-γ in manjši delež 
znotrajceličnega izražanja grancima B, kar je odraz oslabljenega citotoksičnega 
delovanja.  
V okviru magistrske naloge smo kot prvi raziskali vpliv prisotnosti lizata človeških 
alogenskih trombocitov na funkcijske lastnosti DC z namenom priprave protitumorskih 
cepiv. Zastavljene hipoteze nismo uspeli potrditi v celoti. Ugotovitve kažejo, da je dodatek 
lizata alogenskih trombocitov izboljšal sposobnost kemotaktične migracije, a je hkrati 
deloval inhibitorno na sposobnost za alo-stimulacijo in indukcijo polarizacije tipa 1, 
predvsem citotoksičnih CD8+ limfocitov T. Zaradi tega je možnost nadaljnjega proučevanja 
uporabe lizata trombocitov za pridobivanje DC z visoko imunostimulacijsko sposobnostjo 
močno omejena. Brezserumsko gojišče CellGenix® z dodatkom 1 % seruma AB je pri našem 
eksperimentalnem delu zagotavljalo primernejše pogoje za pridobivanje zrelih imunogenih 





Glede na naše ugotovitve bi lahko predmet nadaljnjih raziskav predstavljala uporaba lizata 
alogenskih trombocitov za pripravo negativnih celičnih cepiv oziroma cepiv na osnovi DC 
s tolerogenimi funkcijskimi lastnostmi, ki so zaželene pri avtoimunskih boleznih, kroničnih 
vnetnih bolezenskih stanjih in alergijah. Ob tem bo treba doseči visoko raven standardizacije 
pripravljenega lizata, ki je pomembna za doseganje regulatornih zahtev in primerljivosti med 
študijami različnih raziskovalnih skupin. Standardizacija je namreč trenutno še vedno 
pomanjkljiva. Smiselno bi bilo podrobneje proučiti sestavo lizata trombocitov in dejavnike, 
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